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CAPITULO 1

INTROBUCCION




GENERAL IDADES

E1 conocimiento de 1a toxicidad de los venenos de sapos se
remonta a tiempos pretéritos. Médicos de la antiguedad mencionaban medicinas
preparadas a partir de piel de sapos, y describieron sus efectos sobre el co-
razon y la respiracibn.

En los siglos XVII y XVIII, se enlistaron temporariamente a los sapos
desecados como "bufones exciccati" en las farmacopeas oficiales y se usaron
como diuréticos contra la gota y otras enfermedades, aiin antes de que las di-
gitalis fueran introducidas por Withering.

En China y Japdn, la secrecidn seca del sapo chino, muy probablemente
Bufo gargarizans, conocida como Ch'an Su en China o Senso en Japdn, se usa
aln hoy para combatir varias enfermedades.

E1 1lamado veneno de sapo es una secrecibn producida por glandulas dér-
micas modificadas que estdn presentes en la mayor parte del &rea de la piel
del sapo pero concentradas especialmente en la regidn del cuello (las glan-
dulas parotoides).

Debido a que el veneno contiene muchos principios farmacolbégicamente
activos, incluyendo a1ca]oide§_ind6]icos, no inddlicos y esteroides como los
bufadiendlidos (bufogeninas) y sus derivados, las bufotoxinas, el interés

por su composicidn fue en sus principios, farmacolégico y no sistematico.



M§s recientemente se investig& la composicibn de las secreciones de la
piel de sapos con fines de estudios genéticos y evolutivos.

El veneno, probablemente excretorio en su funcidén original (aunque in-
dudablemente utilizado para evitar predadores), contiene productos de pasos
metabdlicos secundar%os.

Como se menciond, en la secrecifn venenosa se encuentran dos grupos de
sustancias t6xicas, asf como otras sustancias sin propiedades farmacolégicas
especificas. Los productos tbxicos pueden agruparse en:

1) Los principios cardioactivos, representados por derivados esteroida-
les comunmente conocidos como bufogeninasl, o sistemd3ticamente como bufadie-
nolidos y bufotoxina52 (conjugados de 1los bufadiendlidos con suberilarginina
(1)), los cuales son primariamente responsables del efecto farmacoldgico de
la secrecién venenosa.

Ademis de los bufadiendlidos, también se han encontrado colesterol® (2)
y el previamente conocido como y-sitosterol4’5 (mezcla de colesterol, campes-

tero1® (3), estigmasterol (4) y sitosterol (5)).
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2) Los componentes b&sicos, que comprenden bases de dos tipos quimicos
diferentes: a) derivadas de feniletilamina y b) derivadas de triptamina.

Del estudio de varias especies de sapos del género Bufo, se verificd que
aunque se encontraron diferencias en las bases que se aislaron de cada una
deiellas, dificilmente se podia hablar de especificidad de especies.

La aplicacién sistemdtica de diferentes métodos cromatogrdficos amplid
considerablemente el conocimiento que se tenfa de la distribucién de las ba-
ses en muchas especies de sapos, pero no c]arific& 1a comprensiﬁn del signi-
ficado biol6gico de las mismas ni el rol que dichas bases cumplen en los ani-
males.

2a) Se han identificado varias bases derivadas de la feniletilamina en

10s venenos de sapos: dopamina7 (6), N-metildopamina7 (2), noradrenalina® (8),



adrenalina’ (9).
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2b) Entre las bases derivadas de triptamina figuran: 5-hidroxitriptami-
nam (serotonina, LO_).'N-metil-5-hidroxitriptaminau (11), N-metil-5-metoxi-
triptaminalg (12), bufoteninal? (N,N-dimetilserotonina, 13), O-metilbufote-
nina’? (14), bufotenidinall (N,N,N-trimetilserotonina, 15) y dehidrobufote-

ninal? (16).
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Principios esteroidales cardioactivos

Los principios cardiotonicos esteroidales tienen la propiedad de ejercer
una accién poderosa sobre el misculo cardfaco; inyectados en Ta corriente
sanguinea en cantidades muy controladas son de importancia farmacolégica, ya
que aumentan la contractibilidad del corazén y disminuyen la frecuencia sis-
tdlica incrementando asi la eficiencia cardfiaca.

Los principios que nos ocupan se encuentran restringidos en la Naturale-
za a algunos pocos vegetales donde se encuentran como gliclsidos y a ciertos
animales en l1os que se encuentran en forma de agliconas o geninas libres o
esterificadas con dcidos como la suberilarginina (1).

Estructuralmente, los principios cardiotfnicos esteroidales son de dos

tipos: cardendlidos y bufadienSlidos (ver figura 1).



digitoxigenina bufalina

(cardendlido) (bufadiendlido)

Figura 1: Ejemplos de los distintos tipos de principios cardiotdnicos este-

roidales.

Los cardendlidos son moléculas de 23 dtomos de carbono, cuya cadena la-
teral consiste en un anillo lacténico de 5 miembros, a,8 no saturado (grupo
butendlido), caracterizadas ademds por poseer un grupo hidroxilo en el car-
bono 14 con orientacifn 8.

Por su parte, los bufadiendlidos tienen 24 dtomos de carbono, con un
anillo lactdnico de 6 miembros doblemente no saturado (a-pirona) como cadena
lateral y un grupo hidroxilo en posicién 14 o un epéxido en 14(15), teniendo

en todos los casos orientacidn B.



La estereoquimica de estos compuestos corresponde a la de un esterol o
un dcido biliar en los carbonos 8, 9, 10, 13 y 17, pero la orientaci6n del
sustituyente en el carbono 14 es g como se dijo, resultando una unidn eis
entre los anillos C y D.

En los bufadiendlidos, la orientacion del hidrdgeno sobre el carbono 5
es B (anillos A y B cis) mientras que en los cardenflidos puede ser a, B ©
poseer un doble enlace en posici6n 5(6) (ver figura 2). Los bufadien6lidos

vegetales suelen presentar un doble enlace en la posicidn 4(5).

CH,
H
H H
A/B trans A/B eis
C/D cis C/D eis

Figura 2: Estereoquimica del sistema tetraciclico saturado de cardenélidos

y bufadiendlidos.



H
H
H
bufalina
H
H
marinobufagina

Figura 3: Ejemplos de bufadien6lidos de origen animal.

telocinobufagina



BIOSINTESIS DE BUFADIENOLIDOS

Numerosos investigadores estudiaron la biogénesis de cardendlidos y de
bufadien6lidos y dentro de estos Gltimos tanto aquéllos provenientes de ve-
getales como de animales.

E1 grupo de los carden6lidos es el que ha sido mds amplia y profunda-
mente estudiadols. pero dado el objetivo principal del presente trabajo no
seran extensivamente discutidos, sino que serdn tenidos en consideracion
cuando sus relaciones estructurales con los bufadienﬁlidos permitan la com-
paraci6n para un mejor entendimiento de los procesos biosintéticos estable-

cidos.

Bufadien6lidos de origen vegetal

Los estudios biosintéticos con este tipo de compuestos se han realizado
en plantas Helleborus atrorubens y en la variedad roja de la Seilla maritima
0 Urginea maritima.

Debido a la similitud estructural entre carden6lidos y bufadiendlidos,
se consider§ como probable que la biogénesis de ambos tipos de compuestos

estaria muy relacionada.
Tschesche y Brassat’? en 1965, suministraron el 3-0-glucbsido de |21-

14C| pregnenolona (17a) a ejemplares de Helleborus atrorubens, determinando
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que la hellebrina (18) aislada luego de 16 dias, era radiactiva. Por aceti-
lacion y luego ozonélisis (que se sabia que destruia el anillo 1act6n1c015)
de 1a hellebrina marcada, se obtuvo un producto inactivo. Este resultado in-
dicaba que la marcacidon de la hellebrina estaba en el anillo lacténico sola-
mente y que por lo tanto, la pregnenolona (17) marcada en C-21, se habia in-
corporado directamente y no a través de rupturas degradativas (por ejemplo a

acetato) y posterior sintesis del bufadien§lido (ver figura 4).

_ —>
Glc-Ram

S 0
~J
o
P> )
n

Glc 18

Figura 4: Incorporacion del glucdésido de pregnenolona en hellebrina.

En una experiencia posterior se suministrd a ejemplares de la planta

antes mencionada, en forma conjunta, |4-14C| pregnenolona (17) y |3a-3H|

6

pregnenolonal con el fin de estudiar el mecanismo de hidroxilacién en la

posicién 5 del bufadien6lido. Se ais16 hellebrina (18) determindndose que
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3 14

C, pero la relacién 3H/MC habfa disminuido respecto de la

contenfa “H y

relacion existente entre los compuestos inoculados.

16 3

Ademds, en el mismo trabajo” ", se probaron como precursores |16,17-"H

2|

38-hidroxi-5a-pregnan-20-ona (19) y |16,17-3H2| 38-hidroxi-58-pregnan-20-ona

(20), que no resultaron incorporadas.

"T

HO

Estos resultados permitieron suponer que la hidroxilacién en el carbono
5 no ocurrfa por sustitucion directa de un hidrdégeno en esa posicién con o
sin inversifn de configuracifn, sino por adicidn de agua al doble enlace
5(6). Ademds, la retencidn parcial del 3H en posicién 3a indicaba que no era
necesaria la formacidn de un ceto-derivado en posicién 3, pero la pérdida de
3H encontrada se podia justificar suponiendo que la pregnenolona (o un deri-
vado relacionado) estaba en equilibrio con progesterona (21) (o un 3-ceto-
derivado) que no intervendrfa directamente en la sfntesis de hellebrina (18).

Paralelamente a estos ensayos en Helleborus atrorubens, Gros y colabo-

radores realizaron experiencias con la variedad roja de Seilla maritima, en-
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contrando que tanto el dcido |2-14C| mevaliénicol’ (22) como 1a |20-14C| preg-
nenolona’® (17) se incorporaban al scillirésido (23), principal bufadien6li-
do de esa planta, confirmando para este vegetal los resultados obtenidos por

los investigadores alemanes.

HO._ ..CH,

COOH

Todos estos resultados establecian el probable origen bioldgico de 21
atomos de carbono del bufadienélido vegetal, por 1o que para llegar a deter-
minar el origen de los atomos de carbono 22, 23 y 24 que completarian el

19,20 a inocular metabolitos pequenos en ejem-

anillo lact6nico, procedieron
plares de la variedad roja de la Seilla maritima. Entre ellos, se probaron

acetato y oxalacetato marcado con 14C en distintas posiciones, demostrandose

que este G1timo era el donante de los 3 carbonos necesarios para armar el



20
anillo lactdnico de 6 miembros.
En suma, lo que se conoce al presente sobre la biosintesis de bufadie-
nolidos vegetales como hipStesis 18gica con base en las experiencias reali-

zadas se puede resumir en el siguiente esquema (figura 5)

(o}
S~ COOH |
Hooc’f\g/ _
ac. mevalbnico ----- »pregnenolona ]} ] -ece--e-ceoo >
(o un 20-ceto-
derivado del pregnano) H

1

progesterona (u otro 3-ceto-derivado)

Figura 5: Esquema biosintético de formacién de los bufadienélidos de origen

vegetal.

En cuanto a 1a hidroxilacién en C-14, ha sido demostrado que, en el caso
de los cardenblidos, ésta precede a la formacidn del anillo buten6lido, dado
que probables precursores sintéticos conteniendo el anillo lacténico pero
faltando el hidroxilo 148, no resultaban incorporados en el cardenalidozl.
mientras que intermediarios tipo pregnano con el grupo hidroxilo en 148 eran
buenos precursores de los cardendlidos (ver pdg. 32).

En el caso de los bufadien6lidos se desconoce si se mantiene la secuen-

cia confirmada para carden6lidos dado que no se han 1levado a cabo experien-
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los bufadien6lidos en sapos, pero que el dcido acético no lo era.

Este razonamiento parece no tener en cuenta el resultado experimental
que indica que el adcido acético es precursor del colesterol en organismos
animales®? Yy en consecuencia resulta diffcil explicar que el acetato de so-
dio radiactivo no se incorpore en los bufadien6lidos.

Sin embargo, como el dcido acético es un metabolito primario muy ante-
rior al colesterol y ademds participa de variados caminos metabdlicos, es de
esperar una gran dilucibn y dispersion de la marca para llegar de acetato a
colesterol y ésta podria ser una explicacién de la falta de marcacidn evi-
dente o detectable en los bufadiendlidos.

Estos resultados se han revisado en parte en la presente tesis, traba-
Jando con cortes de tejido de gl&ndula parotoide de sapos, como se describi-
rda mas adelante.

26

Posteriormente, otros investigadores®” repitieron las experiencias con

]4-14C| colesterol (2) en sapos Bufo marinus, encontrando incorporaciones mu-
cho menores en los bufadien6lidos que las obtenidas por Sipersteinzs.

Los estudios biosintéticos con sapos intactos se ven dificultados por
el lTento metabolismo del animal, y por el hecho circunstancial de que aparen-
temente los bufadien61idos se encuentran distribuidos en distintas partes

del animal, a pesar de no existir experiencias de screening directo que lo

corroboren. Asi, al suministrar marinobufagina (24) marcada con tritio a sa-
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25, se encontrd que al cabo de 90 dias la mayor parte

pos Bufo marinus hembra
del bufadien6lido radiactivo estaba inalterado en los tejidos ovaricos y en
cantidades menores en el tracto gastrointestinal, mientras que en el veneno
extraido de las glandulas se encontrd muy poca marinobufagina (24) radiacti-
va, siendo la te]qcinobufagina (25) el producto principal de conversion,
aunque ésta no pudo ser identificada correctamente. Este Gltimo dato indica-
ria una posible interconversifn entre los bufadiendlidos.

Por otra parte, esta experiencia de estudio de distribucion de los bu-
fadien6lidos en el organismo animal, puede tener poco valor si se considera
que es muy probable que los bufadien6lidos no sean transportados a través de
las membranas de los tejidos que los producen y que al inyectar marinobufa-
gina (24) en el torrente sanguineo es 16gico que se acumule en distintas
partes, sin por ello ser una distribucion natural.

17, 27 probaron que el dcido meva-

En otros ensayos, Gros y colaboradores
16nico (22) marcado se incorporata en el veneno de sapos Bufo paracnemis ,
pero s6lo en la fraccibn denominada y-sitosterol (que como ya se menciond
es una mezcla de sitosterol (5), estigmasterol (4), campesterol (3) y coles-
terol (2)), pero no se incorporaba a los bufadiendlidos. Esto replantearia
el problema suscitado con el acetato en la experiencia de Siperstein et al.zs.

Con el objeto de comprobar si el anillo lactdnico de los bufadiendlidos

en animales y a semejanza de lo hallado para sus homonimos vegetales, tenia
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su origen en una condensacién entre un derivado esteroidal del tipo 20-ceto-
pregnano con una molécula pequefia que proporcionaria los 3 dtomos de carbono
que restan para formar dicho anillo, distintos grupos de investigadores in-

yectaron, por una parte |4-14C| pregnenolona (17) a sapos Bufo marinuszs, y

b . 27

por otra, |20-14C| pregnenolona2 %a sapos Bufo paracnemis“’. En ambos casos
se obtuvieron resultados negativos, ya que la marinobufagina (24) aislada de

esas experiencias no era radiactiva.

l = l S
OH
H OH HO OH
24 25

En una experiencia posterior se inocul$ |20-14C| colesterol (2)28 a sa-
pos Bufo panacnemi327 y la marinobufagina (24) aislada al cabo de 78 y 107
dfas resulté poseer radiactividad. Por oxidacién del bufadienblido al acido
etidnico correspondiente, previa acetilacién, y degradacién de Schmidt de
dicho dcido, se determiné que toda la actividad del bufadienﬁlido se encon-

traba en el carbono 20 (ver figura 6)27a.
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H
H H
l1) Ac20, Piridina
2) KMnO,,
=
OOH
1) N,Na
. . 3
co, (Baco,) <« Ac N
a - 14 2) H,80, (c)

Figura 6: Demostracién de 1a marcacién en C-20 del bufadien6lido luego de

inocular |20-"7C| colesterol.

Este resultado positivo, unido a los negativos obtenidos con derivados
del pregnano, llevaron a suponer que en el caso de los sapos, el colesterol
podfa ser transformado inicialmente en un intermediario con estructura de
dcido biliar?? (por ruptura de la cadena lateral entre los carbonos 24 y 25),
el que luego serfa convertido en los bufadienb1idos sin necesidad de conden-
sacién posterior con otra molécula mds pequefia ya que el intermediario ten-

drfa todos los carbonos necesarios para formar el anillo a-pirona.
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E1 hecho de haberse aislado 7g-hidroxicolesterol (26) y 7a-hidroxico-
lesterol (27) del veneno de saposl, compuestos que son intermediarios cono-

30’31, apoyaba esa hipétesis, a pe-

cidos en la biosintesis de dcidos biliares
sar de que no se encontraron 7-hidroxibufadiendlidos en dicho veneno.

Por otra parte, Chen y Osuch inyectaron a ejemplares de Bufo marinus,
el éster metilico del dcido |24-14C| 3a-hidroxi-5g-coldnico (28), el &cido
|24-14C| 3a-hidroxi-5g-coldnico (29), el éster metflico del &cido 3g-formoxi-
5g-coldnico marcado con tritio (30), el dcido |24-14C| 3g-hidroxi-5g-colénico
(31) como sal sédica y los ésteres metflicos de los acidos 3g-hidroxi-5a-co-

ldnico (32) y 38-acetoxicol-5-énico (33) marcados con tritio??,

26 27

OOR OOR
HO" ™~ 4 R H
28 R = CH, 30 R = HCO; R* = CH,
29 R=H 31 R=R' =H
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OOCH, ooR’

R
R

Ac; R' = CH

32 3
34 R' = H

Los autores mencionados encontraron que los compuestos hidroxilados en
3a no se incorporaban en los bufadiendlidos pero si lo hacian los isdmeros
38. Una prueba definitiva requeriria verificar, en el caso de los precurso-

14C. que el carbono 24 de los bufadiendélidos estuviera mar-

res marcados con
cado, experiencia que no fue realizada. Ademas los bufadienélidos fueron pu-
rificados por cromatografia en placa preparativa, e identificados solamente
por ccd, con 1o cual los resultados obtenidos son de dudoso valor, aunque
apoyarian la teoria de un intermediario "tipo dcido biliar" en el camino
biosintético que nos ocupa.

Con el objeto de verificar esta hip6tesis, otro grupo de investigadores
sintetizé |24-1%C| colestero1®24(2) y el dcido |24-1%c| 3g-hidroxicol-5-énico
32,33 (34) y los utilizaron en ensayos biosintéticos con sapos Bufo paracne-
mis intactos. En ambos casos las experiencias indicaron que los productos

ensayados no resultaron precursores de los bufadien6lidos de origen anima]34.

Teniendo en cuenta estos resultados negativos, se descartaria la hipo-
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tesis del precursor con cadena de écido biliar, al menos en las condiciones
experimentales empleadas, es decir, utilizando para 1os ensayos animales in-
tactos.

Se reconsiderd entonces la posibilidad de que en animales el proceso
biosintético transcurriera a través de un intermediario del tipo 20-ceto-
pregnano, pero estructuralmente mas cercano al producto final que la pregne-
nolona. Esta reconsideracibn de la hipOtesis primaria, como se describe en

el capitulo Objetivos, motivd el inicio de este trabajo.



CAPITULO 2

OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION
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E1 objetivo fundamental de este trabajo fue continuar el estudio del
proceso de la biosintesis de bufadiendlidos de origen animal.

Con base en los datos de que se disponia acerca de las diversas experien-
cias realizadas utilizando compuestos marcados con trazadores radiactivos y
tomando en cuenta los conflictivos resultados obtenidos (véase el capitulo
Introduccibn, biosintesis de bufadien6lidos), se decidid en principio replan-
tear el problema considerando los mecanismos biosintéticos conocidos para la
formacion de compuestos con estructura esteroidal.

De ello son de destacar las siguientes consideraciones:

Es extremadamente probable que los bufadienélidos de origen animal pro-
vengan de colesterol, el esterol mas abundante en los organismos animales,
dada la relacibn estructural entre ambos, o provengan de otro intermediario
esteroidal estrechamente relacionado con el colesterol y que esté en el ca-
mino biosintético o metab6lico del mismo.

En ese caso, ya que colesterol proviene universalmente de acetato a tra-
vés de mevalonato, estos dos precursores primarios deberian ser a su vez pre-
cursores de los bufadien6lidos.

Para el caso de acetato, no se pudo probar experimentalmente en forma

23

directa su rol de precursor de bufadiendlidos en sapos®“, mientras que para

el caso de mevalonato, las experiencias realjzadas indican que el mismo es

incorporado en el colesterol glandular y hepdtico pero no en bufadiené]idosl7’22
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E1 propio colesterol, marcado con 14C en C-4 y en C-20, se incorpora en
la marinobufagina23’27a; en el G1timo caso se demostré por degradacidn, que
el C-20 de la marinobufagina era el exclusivo portador de 1a marca. Esta evi-
dencia es la mas firme que se encuentra en la literatura,

Aceptado el colesterol o por seguro el sistema tetraciclico del mismo
como precursor, quedaban por investigar los pasos hasta los bufadiendlidos,
los intermedios que existian en el camino, enzimas que catalizaran las trans-
formaciones y los lugares donde se producian estos intermediarios.

Desde el punto de vista de un quimico organico, el problema esta funda-
mentalmente dirigido a identificar todos los intermediarios presentes en el
camino biosintético, aunque el conocimiento de las enzimas actuantes y los
sitios de biosintesis, constituye una herramienta poderosa para la planifica-
cion de las experiencias que permitan dilucidar las estructuras de los men-
cionados intermediarios.

Los pasos hasta colesterol, deben involucrar a los ya conocidos desde

35, etc., pero no es conocido si el

acetato, pasando por mevalonato, escualeno
sitio donde se biosintetizan los bufadiendlidos, es también aquél donde se
biosintetiza colesterol de novo.

Ha sido previamente establecido que los bufadiendlidos se sintetizan en

las glandulas de la dermis presentes en la mayor parte de la piel de los sa-
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pos, aunque concentradas y de mayor tamafio en la zona ubicada detrds de los
ojos (las gldndulas parotoides), y ademds que el 1lamado "veneno de sapo" que
elaboran esas gldndulas también contiene co]estero]3, aunque se desconoce si
ese colesterol, hipotéticamente usado para la biosintesis de bufadienflidos,
se sintetiza en las glﬁn&u]as o proviene del higado o de otros drganos a tra-
vés de la corriente sangufnea.

Si se considera el bufadien6lido mds sencillo, la bufalina (35) y se lo
compara con colesterol (2), se pueden observar las diferencias estructurales

entre ambos compuestos:

—_——_———
HO H
H

2 35

De ello, uno de los pasos teSricamente necesarios para transformar co-
lesterol en bufadiendlidos (en este caso, bufalina) es la ruptura de la ca-
dena lateral del esterol puesto que &ste contiene 27 carbonos, mientras que
un bufadien6lido posee s6lo 24 carbonos. Es conocido que los sitios mds fa-

vorecidos de ruptura enzimdtica de la cadena lateral son aquéllos donde exis-
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ten ramificaciones, por 1o que habria tres rupturas probables de dicha cadena

lateral, que estdn avaladas por las conocidas transformaciones de colesterol

en acidos biliares, pregnanos y andr‘ostanos'g6 respectivamente.
a (C,,-C,.)
24 ~25
> COOH
b a
c
b (Cyp-Cap)
H
¢ (C17-Coo)
>

La primera, ruptura entre C-24 y C-25, productora de una cadena lateral
de tipo dcido biliar, conduce al nimero justo de carbonos y s6lo harjan falta
hidroxilaciones y deshidrataciones para completar el anillo lactdnico de los
bufadien6lidos.

La segunda, ruptura entre C-20 y C-22, apoyada por el conocimiento de
que los bufadiendlidos de origen vegetal provienen de pregnenolona, conduce

a un 20-ceto-derivado al que le faltarian 3 atomos de carbono para formar el
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anillo a-pirona. En el caso de los bufadien6lidos de origen vegetal ha sido
establecido?’ que el oxalacetato podria proporcionar los dtomos de carbono
que le faltan a un intermediario tipo pregnano para constituir la a-pirona.

La tercera, ruptura entre C-17 y C-20, conduce a un derivado tipo andros-
tano, que necesitaria toda la cadena lateral, en este caso el anillo a-pirona
completo o un radical tipo 2-pentilo para formar el mencionado anillo lactd-

nico.

14C en el C-2027

Las experiencias realizadas con colesterol marcado con
y con colesterol marcado en el C-2434, demostraron que el C-20 del esterol
quedaba formando parte del bufadiendlido marinobufagina mientras que el C-24
era eliminado durante la formacidn del bufadiendlido, por lo que la idnica
ruptura posible de las tres mencionadas, que concordaria con los resultados
logrados con colesterol marcado, es la segunda, entre C-20 y C-22 conducien-
do, como ya se sefialé a un intermediario tipo pregnano.

Otra de las transformaciones necesarias para obtener bufalina a partir
de colesterol, es la hidrogenacifn estereoespecifica del doble enlace 5(6),
para ubicar al hidrdgeno en C-5 orientado B8, 0 sea lograr unidon cis entre
los anillos A y B. Esta hidrogenacibn podria ser directa aunque no hay ante-
cedentes, o bien pasando por un intermedio A4—3-ceto y posterior reduccidn

38

como ocurre con carden6lidos®’ y con dcidos biliares®”, 1o que se puede ejem-

plificar con digitoxigenina (36) y dcido c6lico (37) respectivamente:
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Secuencia biosintética de digitoxigenina a partir de colesterol.
—>
colesterol pregnenolona
/
L;KS:E - o
O - H
progesterona 5g-pregnanolona
H
‘/
fct% i
—>
H N HO H
14g-hidroxi~5g8-pregnanolona 14g,21-dihidroxi-5g~pregnanolona

o ¥
|
OH
H n 36



Secuencia biosintética de acido cdlico a partir de colesterol.

N,

OH

k

HO
colesterol 7a-hidroxicolesterol

&
€

“OH "OH
7a-hidroxi-5-colestenona o 7a-hidroxi-4-colestenona
OH OH
—>
~,
o ‘OH (o] H OH
7a,12a-dihidroxi-4-colestenona 7a,12a-dihidroxicoprostanona

oH
—>
H 4 -~ 4
o ) OH HO N
3a,7a,12a-coprostanotriol 3a,7u,12a,26-coprostanotetrol

28




29

OOH OOH
OH
—> —>
™ - ~OH
HO H OH HO H
ac. 3a,7a,l2a~trihidroxi- 37

26-coprostanoico

Otro paso de singular importancia y que no tiene paralelo en otros es-
teroides de origen animal es la hidroxilacion en el C-14 con orientacibn B8,
conducente a una estéreoquimica ects entre los anillos C y D.

Algunos esteroides de origen vegetal, por ejemplo los cardendlidos, tam-
bién poseen un hidroxilo en posicifn 14 con orientacidn B.

Esto es de especial interés, ya que es conocido®’ que la hidroxilacibn
de esteroides en dtomos de carbono no vinilogos ocurre por desplazamiento di-
recto de un hidrégeno con retencidn de configuraci6n, o sea que el hidroxilo

entrante asume la estereoquimica del hidrdgeno saliente.

45

40-42 43,44

Dado que colesterol (2), pregnenolona (17) y progesterona
(21), que poseen el hidrfgeno en posicidn 14 con orientacién a, se incorpo-
ran a los cardendlidos, seria de esperar que si la hidroxilacibn ocurriera
por'él mecanismo conocido, se obtuvieran productos con un hidroxilo 14a en

lugar de 148, como realmente ocurre.

Para justificar este hecho, Caspi y Lewis46 plantearon dos hipdtesis,
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partiendo de la suposicidon comln a ambas de que, en un precursor esteroidal
con el hidrdgeno en posicién 14a (38), ocurriera una hidroxilacién normal
dando un l4a-hidroxi-derivado (39), el cual se invertiria al compuesto 14g-
hidroxilado. La primera parte de esta teoria se ve apoyada por el aislamien-
to de esteroides l4a-hidroxilados de p]antasq7’48.

Una de las hip6tesis supone que la secuencia de inversidn se inicia por
deshidratacion del alcohol terciario para producir la olefina 14(15) (40),
que por oxidacibn por la cara g darfa lugar al 14g,15g-epbxido (41).

La existencia en la Naturaleza de bufadiendlidos conteniendo agrupacio-
nes 14g,15g-epdxido sirve como antecedente para el apoyo a esta suposicion.

Finalmente, 1a apertura reductiva del epdxido (41) por ataque en el

carbono 15 produciria el alcohol 148 tal cual lo muestra el esquema siguien-

te:
* * 1
— Qﬁ — —
| []
H OH
38 33 40
R R
— —>
OH
41 42
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Alternativamente, la deshidratacion del alcohol 14a podria dar lugar
a la olefina 8(14), que por oxidacion estereoespecifica conduciria a un 88,
14g-epoxido, que por ataque reductivo en el carbono 8 produciria el alcohol
148 (42).

La segunda hipotesis de Caspi y Lewis46 supone que el proceso de inver-
sion de configuracion del grupo hidroxilo en el carbono 14 puede ser por ra-
dicales libres y no idnico, teniendo en cuenta que la biosintesis de carde-

43,49,50 por influencia de 1a luz solar el lda-

n6lidos ocurre en las hojas
hidroxi-derivado (39) podria originar el radical oxi (43). Este tipo de radi-

cales se reordena a radicales ceto?’ como 44, 45 y 46.

R
| w
R
. 5, 47
] .
46

Posteriormente, el cierre del anillo podria ocurrir con inversién de la

configuracién en el carbono 14 dando el radical 14g-oxi (47) y finalmente el
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alcohol 148 (42).

Por otra parte, en ninguna de las dos hipﬁtesis la hidroxi]aciﬁn inicial
estd limitada al carbono 14, sino que puede ocurrir en los carbonos 8 § 15 y
luego esos hidroxicompuestos podrian transformarse en un alcohol 148 por me-
canismos similares a los propuestoé.

Para probar estas hipétesis se efectuaron numerosos ensayos.

A pesar de que la progesterona (21) era precursora de los cardendlidos

46

45, se demostrd que la l4a-hidroxiprogesterona (48) no lo era” . Por otra

parte, resultaron buenos precursores la |15,16-3H2| 38,148-dihidroxi-58-preg-
nan-20-ona (49) y la |3a-3H| 38,148,21-trihidroxi-5g-pregnan-20-ona (50), lo
cual indicaba que la hidroxilacién en el carbono 14 ocurria con anterioridad

a la formacidn del anillo butendlido.

OH OH

O--
I

0“° H
H H + H

48 49 50

Canonica y colaboradores®? utilizando &cido mevaldnico doblemente marca-
do, (3R) |(2R) 2-3H-2-1%|, como también una mezcla de |158-3H| y |4-1%c|

progesterona (21) y también una mezcla de |15a,153,21,21,21-3H5| y |4—14C|
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pregnenolona (17), en distintos ensayos biosintéticos, demostraron que los
hidrogenos de carbono 15 de los precursores no intervenfan en el mecanismo
de hidroxilacion en el carbono 14, lo cual descartaba todos los intermedia-
rios con un doble enlace entre C-14 y C-15.

En cuanto a la posible intervencibn del hidrdgeno en C-8, la literatura
ofrece dos experiencias que se contradicen.

Caspi y co]aboradore552 encontraron que administrando una mezcla de |8g-
3H] colesterol (2) y |4-14C| colesterol a plantas Digitalis lanata, se obte-
nian carden6lidos radiactivos en los que la re]acidn de isbdtopos 3H/14C, te-
nia igual valor que la medida para la mezcla inicial de precursores,

Segin este resultado, el hidr6geno en 88 no intervendria en 1a introduc-
cion biolégica del hidroxilo en 148, 0 sea quedarian eliminados los interme-
diarios con doble enlace entre C-8 y C-14, como asi también aquéllos con in-
saturacion 7(8) y 8(9).

Sin embargo, Tschesche y Kleff°3 administraron |7-3H| 58-pregn-8(14)-en-
3,20-diona (51), |7a-3H| pregnenolona (52) y |6-3H| 7,8-dehidroprogesterona
(53) a plantas D. lanata encontrando que los dos primeros eran precursores
de digitoxigenina (36) pero no el Gltimo,

Estos ﬁ]timos autores, ;obre la base de sus resultados propusieron que

la hidroxilacidn en C-14 podia ocurrir por formacidn del epbxido 88,148 y

apertura reductiva del mismo.



34

Esta hipbtesis resulta apoyada porque entre los productos de hidrogena-
cidon catalitica de la adinerigenina (54) se identificé a la dihidrodigitoxi-

genina53 (55), con lo cual el 88,148 epbxido podria transformarse reductiva-

mente en un alcohol 148.

HO N H Y

Con los datos existentes hasta el momento, no es posible establecer el

mecanismo biosintético de la hidroxilacidn g en el carbono 14 para los car-

den6lidos.

En el caso de los bufadiendlidos, todavia no se han realizado experien-

cias en ese sentido, pero si como ocurre con cardendlidos, las hidroxilacio-
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nes y arreglos del sistema tetraciclico tienen lugar antes de la formacidn
del anillo lacténico (en este caso a-pirona), entonces puede suponerse que
los tres pasos necesarios (para el ejemplo de la bufalina) son: la hidroye-
nacién en 58, la hidroxi]acidn en 148 y la modificaciﬁn de Ta cadena lateral
del colesterol, pero en principio desconociéndose lé secuencia con que ocu-
rren,

En la figura 7 se plantean las posibilidades hipotéticas que conducirian
desde colesterol hasta un bufadienélido, teniendo en cuenta por 1o antedicho,
que las modificaciones en el sistema tetraciclico se producirian antes de la
formacidn del anillo a-pirona y que la ruptura de 1a cadena lateral de coles-

terol ocurre entre C-20 y C-22 exclusivamente.
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Figura 7: Posible esquema biosintético de colesterol a un bufadiendlido
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Como ya se ha indicado, colesterol y pregnenolona (subrayados en la fi-
gura 7) marcados en C-20, habfan sido ensayados en experiencias biosintéti-
cas con sapos intactos con distintos resultados, ya que mientras se logrd
incorporacibn positiva para el primer027a,para el seqgundo resulté negativa
1'8,27.

En el presente trabajo, y tratando de esclarecer el mecanismo de biosin-
tesis que nos ocupa, se pretendid aproximarse estructuralmente al producto
final y para ello se rea]izd la sintesis de las sustancias recuadradas en la

14C,

figura 7: 3g-hidroxi-5g-pregnan-20-ona marcada en C-20 con la misma mar-

14

cada en C-21 con 14C y 58-colestan-3g-01 marcado en C-21 con ~'C y se pro-

baron sus posibles roles como precursores de los bufadiendlidos de origen
animal.

En los dos primeros casos, se trataba de 20-ceto-pregnanos con estereo-
quimica cis entre los anillos A y B, marcados en carbonos distintos de la
cadena lateral. En el otro caso se trataba de coprostanol, que posee cadena
lateral intacta y como en los casos anteriores tiene estereoquimica cis entre
los anillos A y B, también marcado en la cadena lateral.

Estos tres compuestos esteroidales marcados en los carbonos indicados
con 14C, no habian sido sintetizados hasta el momento.

Como ya se habia indicado un precursor simple como el acido mevalénico

resultaba incorporado en el colesterol componente del "veneno glandular",
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pero no existian pruebas concretas sobre 1a biosintesis de novo de colesterol
en gldndulas parotoides.

Por ello, otro de los objetivos perseguidos en el presente trabajo, fue
el de establecer el origen biosintético del citado colesterol glandular.

Como todas las experiencias realizadas eran llevadas a cabo con an%ma]es
intactos, permanecia desconocido si el colesterol que se transformaba en bu-
fadien6lidos en las g]ﬁndulas de la piel de los sapos, era sintetizado de no-
vo por las gldndulas mismas o se formaba en otro lugar y luego era traslocado
a las glandulas.

Para saber si las g]&ndulas venenosas eran 0 no capaces de sintetizar
colesterol de novo se realizaron incubaciones in vitro con |1-14C| acetato
de sodio y |5-3H| mevalonolactona con cortes de tejido de gldndula parotoide
de sapos Bufo arenarwn y 10s resultados de incorporacidon de marcacibn se com-
pararon con aquéllos obtenidos en experimentos similares realizados con cor-
tes de tejido de higado de los mismos sapos.

Ademds, en un intento de verificar la probable provisién de colesterol
a la gldndula a través de lipoproteinas transportadoras, se investigd la pre-
sencia de sitios de unidn de las lipoproteinas en las membranas plasmaticas
glandulares y la incorporacion de las 1ipoproteinas dentro del tejido glan-

dular.

Como también se habia indicado (pdg.16), de 1a inyeccidn de dcido meva-
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16nico radiactivo se habfa aislado la fraccién 1lamada “y-sitosterol" radiac-
tiva. Esta mezcla de esteroles, que en ccd se comporta como un solo producto,
contiene colesterol y otros esteroles con cadena lateral ramificada (pdg.2)
que son considerados de origen vegetal.

Era importante conocer si la radiactividad estaba presente sdlo en el
colesterol o también en los otros esteroles, para determinar si los sapos los
biosintetizaban o solamente 1os ingerfan con la dieta.

Para ello se separd el "y-sitosterol" en sus componentes y se los anali-

20 para ver cudl o cudles eran los responsables de la radiactividad.




CAPITULO 3

DESCRIPCION DE LA LABOR REALIZADA
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A) PROCESOS SINTETICOS

A.1) SINTESIS DE 3g8-HIDROXIPREGNA-5,16-DIEN-20-ONA (59).

E1 esquema sintético, encaminado a obtener un 20-ceto-pregnano mar-

cado en el C-20, fue el siguiente:

NaCN
EOH
—_
Ac AcOH
10°C
56 57
Acfz;,ﬁ’/”//, POC1,, Piridina, 150°C
C
Ac
57
1) CH3MgBr, éter
+
2) H30 s A
. C-20
H
59
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Este esquema, con pequefhas modificaciones ya se habia utilizado previa-
mente54’25apara la obtencibn de pregnanos a partir de androstanos.

En este caso, la sintesis se realizd para probar condiciones Optimas de
cada una de las reacciones de la secuencia, con vistas a ejecutar las mismas
con otro esteroide de partida, cuya dnica diferencia con el compuesto 56 es

5

que estaria reducido el doble enlace A™ con una estructura de 5g-androstano.

Ademds, como la marcacion isotdopica, segin este método, debia introdu-
cirse en el primer paso utilizando cianuro marcado, todos los pasos debian
controlarse de tal modo de obtener el mayor rendimiento qufmico y radioquimi-
co posibles.

a) Obtenci6n de la cianhidrina (56 —57 ).

E1T método de Porto y Gr0525f modificaci6n del de Butenandt y Schmidt-

Tomé54, que consistia basicamente en el calentamiento a 80°C de un tubo ce-
rrado en forma de Y invertida conteniendo en una rama una solucidn etandlica
del esteroide 56 mds cianuro de potasio, y en la otra rama dcido acético, in-
virtiéndose el tubo para mezclar los componentes antes del calentamiento, no
dio resultados satisfactorios aunque se prob6 en numerosas oportunidades.

En consecuencia, se ensayd otra técnica55 en la que se agregaba el acido
acético lTentamente durante 2 hs a la solucidn del esteroide 56 en etanol y
el cianuro de sodio sin disolver contenidos en un baldn cerrado con un tapon

de latex y mantenido a 10°C.
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Este G1timo método dio resultados prdacticamente cuantitativos utilizando
un exceso de 10 a 1 de cianuro con respecto a esteroide.

Pero como el cianuro a utilizar mds adelante, debia ser |14C| cianuro
de sodio, pese al Optimo rendimiento quimico respecto del esteroide, esta re-
lacion conduciria a un rendimiento radioqufmico muy bajo (un mdximo de 10%,
sin considerar las diluciones).

Por el contrario cuando la re]acién de los reactivos fue 1 a 1 el ren-
dimiento quimico decrecid a un 20-30% respecto del esteroide.

Teniendo en cuenta ademds, la dificultad de separar la cianhidrina 57
del compuesto carbonilico 56 por métodos cromatograficos (dicha cianhidrina
se descomponia parcialmente perdiendo dcido cianhfdrico y regenerando el com-
puesto de partida cuando se la intentaba purificar por ccd preparativa de
alimina o silicagel), se decidi6 probar con otras relaciones de reactivos.

Asi se ensayaron relaciones 5:1, 2:1 y 2,5:1 de cianuro a esteroide,
verificdndose que esta Ultima conducia a un rendimiento de aproximadamente
80% del compuesto 57 a partir del compuesto 56.

Puesto que los dos rendimientos, el quimico y el radioquimico (en el ca-
so de usar cianuro marcado) estaban en contraposicidn, se considerd adecuada
como una solucion intermedia, la relacion 2,5:1 de cianuro a compuesto car-
bonilico.

Es necesario destacar que aunque esta reaccion conduce a una mezcla epi-



43

mérica en C-17, la dificultad desaparece en la siguiente reaccion de deshi-
dratacion, ya que los dos epimeros dan lugar al mismo producto 58.

b) Deshidratacidn de la cianhidrina (57 — 58) (57 — 57a).

Se siguid en principio la técnica empleada por Porto y Groszsf es

decir un calentamiento en tubo cerrado a 150°C de la cianhidrina 57 disuelta
en piridina y con el agregado de un deshidratante como el oxicloruro de fos-
foro. Estos autores describieron un rendimiento de 50%, mientras que Bute-
nandt y Schmidt-Tomé54 describian 79% para la misma reaccibn.

Durante la reaccion (90 minutos) se observd un progresivo oscurecimien-
to de 1a mezcla y al finalizar se obtuvo una solucidn de color casi negro.

E1 producto, aislado en 1a forma habitual por extraccidon, se cromatogra-
fid para obtener el compuesto 58, pero con un rendimiento no mayor que 50%.

Estas observaciones motivaron la biisqueda de algin otro método deshidra-
tante mas suave o mds efectivo.

Teniendo en cuenta que se trataba de un hidroxilo terciario, se pensd
que un posible método era calentar la cianhidrina con anhidrido acético a
reflujo. En realidad esto condujo al compuesto acetilado en C-17 (§Zg), no
produciéndose la deshidratacidn buscada.

También se probd el uso de cloruro de tionilo a diferentes temperaturas,
pero no se obtuvo el compuesto que se deseaba lograr.

En consecuencia, para la reaccion de deshidratacion se utilizd el méto-
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do del oxicloruro de fosforo ya mencionado.

c) Obtencidn de la dehidropregnenolona (58 —= 59),

Siguiendo 1a misma técnica conocidazsase efectué l1a reaccibn de
Grignard con bromuro de metilmagnesio sobre el nitrilo 38,

La reaccidn es mds lenta que con un compuesto carboni]ico y debi§ efec-
tuarse con un gran exceso de reactivo organomagnésico en éter y calentamien-
to a reflujo durante 46 hs.

E1 compuesto nitrogenado intermedio se hidro]iz§ calentandolo en medio
dcido acético para conducir a la metilcetona deseada (59) con un rendimiento

de 57% luego de recristalizada.



A.2) SINTESIS DE 3g8-HIDROXI-58-PREGNAN-20-ONA (65).

E1 esquema sintético a seguir era esencialmente el mismo que el re-

cién descripto para la obtencibn del compuesto 59.

Ac20
S
Piridina
H H Ac H él
60

NaCN, EtOH, AcOH, 10°C

N oAc N pH
Aczo, A
—
62a 62
— A —
Ac H C H
P,
iridina 150°C
N L Cc-20
1)CH3MgBr
—_—
+
Ac 63 2MPY 64
H - H -
H,/Pd-C
H .
H 65
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Es necesario aclarar que al producto buscado (65), no era conveniente
sintetizarlo por hidrogenaci6n directa de la dehidropregnenolona 59, ya que
es conocido56 que los compuestos con hidroxilo 38 y con doble ligadura 5(6),
se reducen preferencialmente originando productos con orientaciQn a del hi-
drégeno en C-5, es decir estructuras saturadas en las cuales 1a unidn entre
los anillos Ay B es trans, contrariamente al propésito deseado.

Lo mismo habrfa ocurrido de haber intentado obtener los compuestos redu-
cidos 60 & 61 (con hidrbgeno orientado 58) a partir del acetato de androste-
nolona 56.

Esta dificultad para obtener los esteroides A/B cis con hidroxilo 38,

a partir de aquéllos con doble ligadura 5(6) se evidencia en parte en el dis-
tinto precio que tienen estos productos en el comercio: compuestos como el
60 o el 61 tienen un precio cincuenta veces mayor que el compuesto 56.

Esto explica por qué se hizo la sintesis anterior (56 —+ 57 —» 58 —»
59) para ensayar y poner a punto las reacciones con un esteroide mucho mds
barato.

Ademds se considerd que la diferencia estructural y conformacional entre
los dos compuestos de partida (56 y 60) (sistema plano de la doble ligadura
en 56 versus unién A/B cis en 60) no presentarfa mayores influencias sobre
las reacciones en el anillo D o en la cadena lateral.

a) Acetilacién del alcohol en C-3 (60 — 61).
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Se realizd en las condiciones habituales con anhidrido acético y pi-

ridina, para proteger al hidroxilo de las condiciones enérgicas de deshidra-

tacidn posterior.

b) Obtencién.de la cianhidrina (61— 62).

La ;eaccién se 1levbé a cabo con una re]acién 2,5:1 de cianuro de so-
dio a esteroide en las condiciones ya ensayadas para obtener la cianhidrina
57,

Como el cianuro de sodio es poco soluble en el solvente de la reaccifn
(etanol), ésta comienza en forma heterogénea. Esto que de por si puede dis-
minuir el rendimiento de la reaccién, se ve agravado por el hecho de que el
cianuro marcado necesario para la sintesis radiactiva posterior, se provee
dentro de una ampolla de vidrio, como una delgada pelicula de sélido adheri-
da a las paredes de la ampolla. Para agregar el cianuro marcado al baldn de
reaccion, se debe entonces cortar la ampolla, luego romperla en pequefios pe-
dazos y agregar estos trozos de vidrio al balén. Esto dificulta la agitacidn
y por ende puede disminuir el rendimiento ain mds.

Para hacer los ensayos 1o mds similares posibles a aquél en que se de-

bfa usar el cianuro marcado, tanto en la obtencidn de la cianhidrina 57 como

‘en 1a de la cianhidrina 62, se agregaron al bal6n unos cuantos trozos de vi-

drio semejantes a los que resultarian cuando se usara el cianuro radiactivo.



48

c) Deshidratacién de la cianhidrina (62 — 63) (62 — 62a).

Al igual que en la sintesis anterior, se traté de lograr una reaccion
de deshidrataci6n mds suave, con mayor rendimiento y mas segura (teniendo en
cuenta ademas, que el calentamiento en tubo cerrado implica un riesgo grande,
cuando se trabaja éon productos costosos).

Se ensayo calentar a reflujo con anhidrido acético o con anhidrido acéti-
co mas acido clorhidrico (c) y en ambos casos se obtuvo s61o el producto diace-
tilado en C-3 y C-17 (62a). Con acido p-toluensulfénico en lugar de acido
clorhidrico, se obtuvo una mezcla de varios productos.

E1 diacetato 62a se calenté a 160°C en alto vacio, para tratar de elimi-
nar acido acético, pero sublimé sin variacion.

También se intentd un método utilizado en la eliminacion de acido acéti-

co de la cadena lateral de corticoide557

Ac Ac

LOAc

que consiste en el calentamiento del esteroide con acetato de potasio en N,N-
dimetilformamida, pero los resultados fueron negativos.

Otro reactivo usado fue el tribromuro de fosforo sobre el compuesto 62,
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pero se obtuvieron varios productos, ninguno de los cuales era el deseado.

En consecuencia se volvi§ a realizar la deshidratacién con oxicloruro
de fosforo en piridina en tubo cerrado, pero variando la temperatura, el
tiempo de calentamiento y la cantidad de reactivo.

Se encontr6 que las mejores condiciones eran 150°C y 30 minutos con pe-
queiia cantidad de oxicloruro de fésforo y aunque el producto se oscurecia
mucho, luego de purificacién por cromatograffa, el rendimiento en el producto
buscado 63 aument6 (60%) con respecto al método utilizado para obtener al
compuesto 58.(50%).

d) Obtencién de la metilcetona (63 —=64).

La reaccion de Grignard efectuada sobre el nitrilo 63 dio buen ren-
dimiento de producto 64 (80%) tanto con bromuro como con ioduro de metilmag-

nesio.

e) Reduccidn del doble enlace 16(17) de 1a metilcetona conjugada (64—

—=+65).

La hidrogenaci6n catalitica del producto 64 deberfa ocurrir preferen-
cialmente por la cara a del esteroide debido a la interferencia estérica que
produce el metilo angular en C-18. Es asi que el producto deberia tener la
cadena en C:17 orientada g, como los pregnanos naturales.

La reaccidén de hidrogenacién con paladio sobre carbbn condujo efectiva-

mente a un solo compuesto, la 3g-hidroxi-5g-pregnan-20-ona (§§).
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A.3) SINTESIS DE |20-14C[ 38-HIDROXI-58-PREGNAN-20-0NA (69).

NoH
=
. KCN l
EtOH
Ac AcOH Ac

H 6 10°C H 66

P0C13, Piridina, 150°C

[ ]
N
1)CH3MgI
—
2)H,0t
H M3 A

Nuevamente, el esquema fue el mismo, sGlo que se utilizd cianuro de
potasio radiactivo en lugar de cianuro de sodio, por disponer en ese momento
de l1a sal potdsica. Ademas, en el paso 67 —= 68 se utilizd ioduro de metil-

magnesio en lugar del correspondiente bromuro, por mayor simplicidad en el
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manejo (el bromuro de metilo es un vapor a temperatura ambiente, mientras que
el ioduro de metilo es un 17quido).

De todas maneras, se ensayaron previamente ambas reformas para comprobar
que no se variaban 1o0s rendimientos.

Conviene indicar que Butenandt y Schmidt-Tomé54 habfan informado que la
reaccidn de Grignard no era satisfactoria cuando usaban ioduro de metilmagne-
sio, pero las pruebas realizadas en este trabajo establecieron que podian
utilizarse ambos reactivos sin modificaciones en el rendimiento.

En la primera reaccibn, considerando la relacidn 2,5:1 de cianuro a es-
teroide, se utilizaron 100 mg de cianuro de potasio para 200 mg de compuesto
61. Esto implicd una gran dilucidn de la actividad especifica del cianuro ra-
diactivo (1,06 mg de act. esp. 61,1 mCi/mmol) puesto que al reactivo marcado
se le agregaron 99 mg de cianuro de potasio no marcado. Esto se hizo necesa-
rio para poder trabajar con una masa adecuada de esteroide y lograr el pro-
ducto final (69) suficientemente puro.

La mezcla de cianhidrinas epiméricas 66 con actividad especifica 0,65
mCi/mmol se tratd en la forma ya mencionada en la sintesis anterior, con oxi-
cloruro de fésforo en piridina a 150°C durante 30 minutos y el producto ais-
lado (67) luego de purificacidn por cromatografia tenfa una actividad espe-
cifica de 0,66 mCi/mmol. Este compuesto por reaccidén con ioduro de metilmag-

nesio produjo la metilcetona 68 con actividad especifica 0,66 mCi/mmol, que
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por hidrogenaciﬁn catalftica condujo al producto buscado 69 con actividad
especifica 0,65 mCi/mmol.

Por todo 1o expuesto anteriormente, el paso limitante en el rendimiento
radioquimico fue el primero, pero el de menor rendimiento qufmico fue 1a re-

accidn de Grignard (70% aproximadamente) y el rendimiento quimico total re-

sultd 58%.

A partir de 1 mCi de cianuro marcado utilizado se obtuyo un rendimiento
radioqufmico estimado en 23%. Con referencia a este dato hay que tener en
cuenta que ya en el primer paso se debia obtener un miximo estadistico de 40%,
y se recalca esto porque no puede saberse si el cianuro marcado, que habfa
quedado adherido a los trozos de vidrio de 1a ampolla, reaccion§ con la mis-

ma velocidad que el no marcado.
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A.4) SINTESIS DE COLESTA-5,20(22)E-DIEN-38-0L (76).

La sTntesis que se esquematiza a continuaci6n, fue disefiada para
introducir marcaci6n isotdpica en el C-21 de un esteroide con esqueleto tipo

pregnano y poder continuar a partir de éste a otiro con estructura de colesta-

no.
Ac
Pb(AcO)4
.
70
Ac 75 A KA-A
EtOH, HZSO4, A
H
OOH
NaIO4
<———
H
" 72 n
Ac20 AcOH, A
HC1
OOCOCH, OOH
C12(CO)2
—_—
A A
¢ 72a ¢ 73
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(C-Zl

OoCl

_—

Ac A 75

H(@/\(
76

Como ocurri6 con la sintesis de la 3g-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona
(59), la presente secuencia de reacciones sirvid para ensayar las mejores
condiciones, con el objeto de sintetizar el mismo tipo de compuestos pero sa-
turados con hidrdgeno 58 en lugar de la doble ligadura A5.

Bﬁsicamente el esquema consiste en degradar la cadena de un pregnano a
un dcido etidnico con la concomitante eliminacién del metilo C-21, volver a
sintetizar el pregnano de partida mediante.la introduccidn del grupo origi-

nalmente eliminado (con la idea de que este carbono portara una marcacifn

jsotopica) y luego elongar la cadena lateral a un colestano.
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a) Reaccidn de acetoxilacibén en C-~21 (75 —=70).

Se siguid una técnica empleada en la acetoxilaci6n en C-21 de 20-ceto-
a8 .
pregnanos  con tetraacetato de plomo en benceno y metanol en presencia de

trifluoruro de boro.

La reaccidn resultdé mds eficiente cuando el hidroxilo en C-3 estaba pro-

tegido como acetato, por eso se utilizd acetato de pregnenolona (75) como re-

activo de partida.

b) Reaccibn de desacetﬂaciﬁ_n (70 —71).
Una vez funcionalizado el C-21 se procedi6 a desacetilar mediante una
transesterificacion con etanol en medio dcido. Esta reaccidn es equivalente
a una hidr@]isis dcida (para la parte a]cohﬁlica del éster) y se la prefirib
antes que una saponificacidn para evitar un medio alcalino capaz de producir
isomerizacién en C-17 (a través de la enolizacién del grupo carbonilo de C-
59

20).

¢) Preparacidn del dcido etiénico (71 — 72).

La ruptura del cetol proveniente de la reaccibn de desacetilacidn se
realizd con periodato de sodio en metanol-agua, segin una técnica ya descrip-

ta para otro esteroide41.

d) Acetilacién del alcohol en C-3 (72 — 73) (72 — 72a).

Esta reaccidn, de apariencia muy sencilla (simple tratamiento con

anhidrido acético en piridina), se complicdé debido a que el anhidrido acético
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reaccionaba formando, ademés del esperado acetato en C-3, un anhidrido mixto
con el dcido carboxilico en C-17 (72a). Ademds, este anhidrido resisti6 las
condiciones de hidrdlisis suave con piridina acuosa a 90fC60 sin modificarse.

Cuando se utilizaron relaciones variables anhfdrido acético: pjridina,
pero siempre menores que en la reacciﬁn previa, se observ§ una mezcla de pro-
ductos y en algunos casos también material de partida.

E1 mismo resultado insatisfactorio se obtuvo con mezclas de anhidrido
acético, piridina y acido acético.

Finalmente, el método m&s efectivo fue un calentamiento a reflujo con
Scido acético durante 72 hs, que condujo al producto buscado 73 sin forma-

cidn del subproducto 72a.

e) Preparacidn del cloruro de ﬁcido (73 —74).

Al igual que otros haluros de acidos, el cloruro de oxa]i]osl reac-
ciona con acidos carboxilicos para producir los correspondientes cloruros de
§cidos.

En este caso, se suspendid el dcido etidnico 73 en benceno y se agregd
cloruro de oxalilo, obteniéndose facilmente el producto 74 que se utilizé
sin purificacion para el proximo paso.

f) Obtencion de la metilcetona a partir del cloruro de 6cido (74 —75).

Indudablemente, éste era el paso clave de la sintesis, fundamental-

mente porque se trataba de aquél en el cual se procederia a la introduccion
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de la marca isotdpica en C-21.

E1 compuesto 75 (acetato de pregnenolona) ya se habia sintetizado marca-
do en el C-21 con 14C, utilizando |14C| dimetilcadmio, con el dato importante
de haber utilizado cantidades equimoleculares de ]14C| ioduro de metilo y de
cloruro del dcido etidnico correspondientesz. |

E1 inconveniente en utilizar dicha técnica era la masa de reactivos in-
volucrada: aproximadamenie 5 mmoles de cada reactivo.

En l1a sintesis que se deseaba realizar las cantidades a utilizar eran
diez veces menores, dado que en los estudios biosintéticos siempre es desea-
ble usar productos con elevada actividad especifica.

Por esta circunstancia, en principio se dejﬁ de lado el método con di-
metilcadmio y se buscaron otros procedimientos para llevar a cabo la reaccibdn
en condiciones mds adecuadas.

Para la obtencidn de cetonas a partir de écidos es conocida la reaccidn
del acido o su sal de litio con compuestos alquil 1Ttic0563. De proceder por
este método, se consumiria metil 1itio en exceso debido a su reaccidn con el
grupo acetato en C-3. En todo caso se podia disenar la sintesis en forma di-
ferente, protegiendo el hidroxilo en C-3 como derivado tetrahidropiranilico
o usando otro protector no atacable por el organolitico, perb igualmente eso
no garantizaba el éxito de la reaccidn en condiciones 1:1 de dcido a metil

litio.
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También son conocidas las reacciones de haluros de ﬁcido con compuestos

organometalicos de magnesio, cinc y cadmioe4 conducentes a cetonas.
P . . 65,66

En publicaciones mas recientes, Cahiez y co]aboradore; mostraron
la utilidad de reactivos organomanganesianos en la sintesis de cetonas a par-
tir de haluros de dcidos, e inclusive lo aplicaron al campo de los esteroi-
de567.

Segﬁn estos autores, la»reacciﬁn de los ioduros de alquilmanganeso con
cloruros de acidos carboxilicos no conjugados conduce a las correspondientes
cetonas con buenos rendimientos, en general mejores que las reacciones basa-
das en otros metales como cadmio, cinc, aluminio o mercurio. Estos rendimien-
tos son comparables a aquéllos obtenidos con reactivos organocﬁpricos, con
las ventajas siguientes para los organomanganesianos: a) la relacibn 1:1 de
monoalquilmanganesiano (RMnI) a sustrato produce aproximadamente el mismo re-
sultado que el derivado dialquilciprico (R2CuLi) cuando éste estd en una re-
lacién entre 3:1 y 6:1 con el sustrato y b) el reactivo ioduro de alquilman-
ganeso es estable a temperatura ambiente, Ademds, en comparacién con los com-

puestos alquil 17ticos o magnésicos, los ioduros de alquilmanganeso son mas

selectivos y 1a molécula de sustrato puede tener grupos formoxi, acetoxi o

-carbonilicos sin ser atacados por el reactivo.

Con estos antecedentes, se procedid a ensayar la reaccidon con los com-

puestos de manganeso, ya que segin todos los datos el cloruro de acido 74
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tendria que reaccionar mol a mol con el ioduro de metilmanganeso.

Primero se sintetiz6 ioduro manganoso, por reaccidn de iodo con manga-

68
neso en éter anhidro

I, + Mn _Eter Mnl,

>_¢ CH,Mn1 _Reoc1 RCOCH,8
éter

CHyl + Mg —S€T 9 CH Mgl

3

Por reacéiﬁn del ioduro manganoso con un equivalente de compuesto de
Grignard (reaccion de intercambio de metal) en éter anhidro a baja tempera-
tura (-20°C) se obtuvo una suspensifn amarilla de ioduro de metilmanganeso.

A esta suspensiﬁn se le agregd una solucidn bencénica del cloruro de
dcido 74.

E1 resultado de la reaccién no fue el esperado, ya que se obtuvo muy
baja conversidon en el compuesto 75. Se repiti6 varias veces aumentando los
tiempos de reaccidn, sin observar variaciones apreciables.

Dados estos fallidos intentos, se decidid apelar a la mencionada reac-
cién con dimetilcadmio pero introduciendo las modificaciones mds apropiadas
para obtener un producto con la mayor actividad especifica posible.

La actividad especifica del ]14C| ioduro de metilo comercial estaba fi-
Jada, de modo que se debia tratar de diluirlo lo menos posible, o sea emple-
ar la cantidad equivalente del cloruro de dcido a la masa de ioduro de meti-
1o marcado. Dicho compuesto radiactivo tenia una actividad especifica de 58

mCi/mmol y una actividad total de 1 mCi, de donde se dedujo que tenia una
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masa de 2,45 mg (0,017 mmoles) o un volumen de 1,07 uyl. Es decir que, para
no diluir el ioduro de metilo debia utilizarse 0,017 mmoles de cloruro de
dcido 74 (6,4 mg). Con tan poca masa de esteroide en una reaccién complicada
resultaria dificil de trabajar, ya que por ejemplo vestigios de humedad pue-
den hacer variar enormemente el rendimiento de la reaccidn o impedirla total-
mente. Ademds, habia que continuar luego con otras reacciones sobre el pro-
ducto obtenido.

De modo que se tomd una solucién intermedia: intentar la reaccién con
0,5 mmoles de cada reactivo. Para ello fue necesario adaptar el disefio expe-
rimental al recipiente especifico en el que se proveia comercialmente el io-
duro de metilo radiactivo. E1 detalle de esta operaciﬁn se presenta en la
parte experimental (pdg. 166).

De esta manera se sintetiz6 el ioduro de metilmagnesio a partir de 0,5
mmoles (aproximadamente 33 ul) de ioduro de metilo anhidro con un exceso de
magnesio en éter anhidro, luego se le agregd cloruro de cadmio anhidro en ex-
ceso para formar el dimetilcadmio y a esta suspensidon se le adicion§ el clo-
ruro de dcido 74 (0,5 mmoles) en benceno. Se obtuvo el producto 75 con un
rendimiento de 40% luego de purificacidon cromatogrdfica.

g) Elongacién de la cadena lateral del pregnano (75 —176).

Hay varios métodos posibles para obtener una cadena lateral de coles-

69 . 2
tano a partir de un derivado tipo pregnano , entre ellos una reaccidn de
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Grignard sobre el carbonilo en C-20 0 una reaccién de Wittig sobre el mismo

carbonilo.

En este caso se siguid el primer camino en forma similar al método em-

pleado por Porto y GroszB.
. .2 . . . . 70
Se sintetizd el bromuro de isohexilo a partir de isohexanol , luego se
prepar6 el bromuro de isohexilmagnesio por el método habitual y a esta solu-

cién etérea en exceso se le inyectd una solucidn bencénica de acetato de

pregnenolona (75).

—

Se obtuvo una mezcla de productos y por separacibn cromatogrdfica se

aisl6 el producto deshidratado en C-20, cuyo espectro de RMN-13C indic6 que

era fundamentalmente insaturado en 20(22) con estereoquimica E.



A.5) SINTESIS DE 58-COLESTAN-3g-OL (84).
Se desarrolld de manera similar a la sintesis previa (pdg.53).
Aczo, Piridina
-
H A
H 65 H 77
Pb(Ac0) ,
* Ac
EtOH, H2504
‘———.
A
H Ac
H 79 H 78
NaIO4
OOH OOH
AcOH, & €1,(co),
— —_—
H Ac
H 80 H 81
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c-21
ocl k‘*
C1,(c0), Cd(CH3),
—_— —_
Ac Ac
H 82 oo
1) Bng"‘\v’"\1/’
2) EtOH, H,S0,, A
Z
H,/Pd-C
4————
H
H H 84 H 83

A partir del 20-ceto-pregnano (65) era necesario sintetizar el cloruro
de dcido 82 para utilizarlo luego en la obtencidn de los prqductos marcados
isotopicamente en C-21. Los compuestos 77, 83 y 84 que se obtendrian a par-
tir de dicho cloruro de dcido, servirian de G1timo ensayo para asegurar las
condiciones para la sintesis radiactiva.

En realidad, para los estudios biosintéticos luego desarrollados, se po-

dia utilizar también un compuesto marcado en el C-20 en lugar del C-21. Por
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ello, a partir de la |20-14C| 3g-hidroxi-5g-pregnan-20-ona (69) se habrfia
podido continuar al coprostanol (84) marcado en C-20. Este método presentaba
el inconveniente de tener que trabajar con compuestos radiactivos desde el
primer paso, desde |14C| cianuro de potasio, con la consiguiente disminucibn
del rendimiento radioquimico.

En cambio, en la sintesis disefiada, la introducciﬁn de la marcaciﬁn iso-
tépica se realizaria en los Gltimos pasos. Ademas, la marcaciﬁn en C-21, fa-
cilitaria la tarea degradativa de un posible bufadien6lido radiactivo si el
producto inoculado (marcado en C-21) resultara precursor de los bufadiendli-
dos de origen animal,.

Otra manera de obtener la marcacifn isot&pica en C-21, habria sido me-
diante la misma reaccion de Grignard realizada sobre el nitrilo conjugado
(ver pag. 45) pero utilizando ioduro de metilmagnesio radiactivo. En dicha
reaccidn (63 —= 64) o con el esteroide ya marcado en C-20 (67 —= 68, pdg. 50)
se usaba un gran exceso de haluro de metilo (mds de 100 a 1 con respecto al
esteroide) logrdndose rendimientos satisfactorios. Pero si la marcacidn iso-
topica deb7a provenir del haluro de metilo, no se podia usar tal exceso pues
la dilucidon conduciria a productos no dtiles para estudios biosintéticos.

Se ensayaron relaciones de reactivos de hasta 10 a 1 de ioduro de metilo
a nitrilo esteroidal sin obtener buenos resultados, por 1o que se descartb

la idea y se disefid la sintesis con el cloruro de dcido.
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a) Proteccidn del hidroxilo en C-3 (65 —77).

Se realizd por acetilacidn en las condiciones habituales con anhidri-
do acético y piridina.

b) Acetoxilacién en C-21 (77 —78).

Se funcionalizd la metilcetona por acetoxilacidn en el metilo, con
tetraacetato de plomo, con la misma técnica empleada para obtener el compues-

to 70 en la sintesis previa.

c) Preparacibn del a-cetol por hidrblisis (78 —=79).
Nuevamente se realizd la reaccidn de transesterificacidn con etanol
en medio dcido, que condujo al a-cetol 79 (ver pdg. 53).

d) Ruptura del a-cetol con formacién del &cido etidnico correspondiente

79 — 80).
De la misma manera que en la sintesis precedente, la reaccidn del
cetol con periodato de sodio produjo la pérdida del C-21, dando lugar a la

formacion del acido 80.

e) Proteccion del hidroxilo en C-3 del acido etidnico (80 — 81).

Como ocurribé en la sintesis anterior, se acetild el hidroxilo en C-3
tratando el compuesto 80 con dcido acético a reflujo, para permitir la sub-
siguiente preparacidn del cloruro de acido.

f) Preparacién del cloruro de dcido (81 — 82).

Se siguid 1a misma técnica empleada anteriormente utilizando cloruro
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de oxalilo. E1 producto aislado, sin purificacifn previa se utilizd para el
proéximo paso.

g) Reaccidn del cloruro de dcido con dimetilcadmio (82 —e 77).

Manteniendo la relacifn 1:1 de ioduro de metilo a cloruro de icido,
se prepar§ primero el ioduro de metilmagnesio, luego el dimetilcadmio por
agregado al reactivo de Grignard de cloruro de cadmio y finalmente 1a metil-
cetona 77 en un rendimiento aproximado de 40% luego de purificar el producto
por cromatografia.

En la formacidon del ioduro de metilmagnesio, se ensayd agregar a todo
el magnesio en éter s61o una parte del ioduro de metilo; luego de iniciada
la reaccidon y consumido parte del magnesio se congeld el medio de reaccifn
utilizando aire 17quido, Tuego se inyectd el resto de ioduro de metilo, se
dej6 1legar a temperatura ambiente y se verificd que la reaccidn continuaba
sin inconvenientes. Esta variante se realizb como una medida de seguridad
para cuando la reaccion se llevara a cabo con ioduro de metilo radiactivo:
si la reaccidn de formacion del ioduro de metilmagnesio no se iniciara co-
rrectamente, entonces no se abriria la ampolla conteniendo el ioduro de me-
tilo marcado y podia repetirse la técnica sin malgastar el compuesto radiac-
tivo ni el cloruro de acido esteroidal. Esto se hizo asi porque la experienﬁ
cia mostrd que la reaccidon total a menudo fallaba y que el paso mds delicado

consistia en la formacion del reactivo de Grignard en pequefia cantidad.
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La fundamentacion del congelamiento intermedio que se realizaba, estri-
ba en que cuando se realizara la reaccién con el haluro de metilo marcado;
habria que transvasar éste de 1a ampolla, en la cual se 1o provee, al tubo
de reaccibn y este transvase se realizarfa por diferencia de presiﬁn de va-
por entre ambas partes, ya que el tubo estarfa a aproximadamente -180°C y
la ampolla se calentaria con una microllama.

h) Elongacidn de la cadena lateral (77 — 83).

Como en 1a sintesis precedente 1a reaccién de 1a metilcetona 77 con
bromuro de isohexilmagnesio en excesoy produjo una mezcla de productos sien-
do los més importantes dos de ellos (los menos polares segﬁn ccd). Se sepa-
raron por cromatografia. E1 mas polar de los dos se convirti§ en el otro cuan-
do se 10 someti6 a un calentamiento con etanol en medio 5cido y el producto
final formado resultd ser el compuesto buscado 83 fundamentalmente con este-
reoquimica E en el doble enlace de 1a cadena lateral segln se estableci§ por
RMN-13C. Es decir, que el medio acido a reflujo habia deshidratado el alco-
hol terciario formado en C-20 como consecuencia de la reaccion de Grignard.

Esto implicaba una mejora considerable respecto a otro método utilizado
anteriormente28 en el cual el alcohol secundario en C-3 se protegfa por ace-
tilacidn, se deshidrataba el alcohal terciario en C-20 dando una doble 1iga-
dura 20(22) en condiciones enérgicas con oxicloruro de fosforo en piridina y

luego se hidrolizaba para liberar el hidroxilo en C-3.
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i) Hidrogenacién catalitica de 1a doble ligadura (83 — 84).

La hidrogenacifén con paladio sobre carbdn, condujo cuantitativamente

a la mezcla epimérica en C-20 (20-R y 20-S) que no se intent6 separar.
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A.6) SINTESIS DE |21-1%C| 38-HIDROXI-58-PREGNAN-20-ONA (86) Y DE

|21-*4c| 58-COLESTAN-38-0L (88).

Como ya se explicd en la sintesis anterior, se partio del cloruro

de acido 82.
ocl
[}
Cd(CH,),
_—
Ac Ac
H 82 H 85
EtOH 1) Bng"‘\/"\T/’
A 2) EtOH, H,S0,, A
Z
H H
H o s "oow
H,/Pd-C
m - 14
H
H 88
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a) Obtencibn de la metilcetona (82 — 85).

Utilizando 1a técnica del dimetilcadmio radiactivo, con las precau-
ciones mencionadas en la precedente sintesis (no radiactiva) y en la parte
experimental, se obtuvo el compuesto buscado 85 con un rendimiento aproxima-
do de 40% y una actividad especifica de 1,42 mCi/mmol.

b) Hidr6lisis del acetato en C-3 (85 —-86).

Nuevamente por una reacci6n de transesterificaci6n con etanol o una
etan6lisis se obtuvo uno de los productos finales necesarios para los estu-
dios biosintéticos, el compuesto 86, con una actividad especifica de 1,46
mCi/mmo1l.

La preparacifn de este producto 86, marcado con 14C en el C-21, se puede
comparar con la sintesis del mismo esteroide marcado con el mismo is6topo

radiactivo en C-20 (69).

En ambos casos se partié de 1 mCi de precursor con actividades especifi-
, 14

CH,I =

cas muy similares (act. esp. del 14CNK = 61 mCi/mmol; act. esp. de 3

58 mCi/mmol1) pero los productos obtenidos difieren mucho en actividad espec{-
fica: el que estaba marcado en C-20 (69) tenfa una actividad especifica de
0,65 mCi/mmol mientras que el compuesto 86, marcado en C-21, tuvo mds del do-
ble de esa cantidad, segiin se mencion§ arriba.

c) Elongacién de la cadena lateral (85 —e87).

Tal como se realizb en la sintesis con compuestos no radiactivos, se
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1lev6 a cabo una reaccibn de Grignard con bromuro de isohexilmagnesio, pero
a diferencia de la sintesis anterior, el producto crudo de reaccidn se ca-
lentd con etanol-adcido sulfidrico para deshidratar el componente de la mezcla
que mantenia una funcidn alcoh6lica terciaria en C-20.

E1 producto insaturado 87 obtenido luego de purificacidn por cromatogra-
fia, tenfa una actividad especifica de 1,47 mCi/mmol.

d) Obtenci6n del coprostanol radiactivo (87 —88).

Por hidrogenacién catalitica de la doble ligadura se obtuvo una mez-

cla de epimeros en C-20, que no se separd, con una actividad especifica de

1,43 mCi/mmol.
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B) ESTUDIOS BIOSINTETICOS

B.1) INOCULACION DE TRAZADORES RADIACTIVOS A ANIMALES INTACTOS

Las investigaciones se 1levaron a cabo con sapos Bufo paracnemis
0 con sapos Bufo arenarum, segin el tipo de experiencia que se intentaba re-
alizar.

Los animales fueron mantenidos durante los periodos de las experiencias
(hasta cuatro meses) con una alimentacién forzada cada dos semanas y con su-
ficiente agua.

En todos los casos en que se utilizaron animales intactos, éstos fueron
inyectados subcutaneamente en la regidn inguinal que es una zona de mucha
irrigacion sanguinea.

Las inoculaciones se realizaron durante los meses de primavera a verano,
en los cuales los sapos estan metabolicamente activos.

A diferentes lapsos desde la inoculacion de los trazadores, se obtuvo
el veneno de cada sapo vaciando las glindulas parotoides y las tibiales (es-
tas Gltimas presentes solamente en el caso de 10s sapos Bufo paracnemis) por
presion manual de las mismas y recogiendo la secrecion sobre una placa de
vidrio. E1 veneno asi extraido se dejo secar al aire durante un dia, exten-

dido sobre la placa de vidrio adquiriendo una consistencia "vidriosa". Se
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raspo de dicha placa el veneno seco, se molid cuidadosamente (contiene com-
ponentes que producen reacciones alérgicas por inhalacion del polvillo) con
arena en un mortero y el total se extrajo en un extractor semicontinuo de
tipo Soxhlet con solventes apropiados.

Eh cada caso se midio la actividad especifica del veneno seco y del ex-
tracto obtenido por solventes.

En los casos en que el extracto resultd radiactivo, se realizé una cro-
matografia (en columna o en placa preparativa) para separar la fraccion de
esteroles y los principales bufadiendlidos.

En las oportunidades en que la fraccion esteroidal contenia radiactivi-
dad, por lo general cuando en la experiencia se habia utilizado un conocido -
precursor de colesterol (caso del dcido mevaldnico), se sacrificé uno de los
animales para medir la radiactividad del colesterol que se extraia del higa-
do y vesicula biliar.

De 1a manera indicada se inocularon los siguientes trazadores radiac-
tivos:

a) Acido |2-14C| mevalénico (22)

b). |20—14C| 3g-Hidroxi-58-pregnan-20-ona (69)
c1,|1,2-3H| Colesterol (2)

d). |21—14C] 3g-Hidroxi-58-pregnan-20-ona (86)

e) |21-1%| sg-Colestan-3g-o01 (88)
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Los dos primeros compuestos radiactivos se inyectaron en sapos Bufo
paracnemis , mientras que los tres Ultimos se inyectaron en sapos Bufo arena-
rum. En cada caso, los ensayos realizados con una misma especie de sapo, se
efectuaron separadamente pero en forma paralela.

Como ya se indicé (ver pag. 17), el colesterol es un precursor de bufa-
diendlidos, de manera que la inoculacion de colesterol tritiado se efectué
como un control de incorporacion para los demds trazadores radiactivos.

Los resultados de estas experiencias se presentan en el siguiente capi-
tulo.

En el caso del veneno proveniente de sapos Bufo paracnemis que habian
sido inoculados con acido |2-14C| mevalonico y luego de la separacién croma-
tografica de la fraccion de esteroles y de la de bufadienclidos, se procedid
a la separacion individual de los componentes de la fraccion denominada “y-
sitosterol". Como ya se indico, ésta es una mezcla de colesterol (2), cam-
pesterol (3), estigmasterol (4) y sitosterol (5). Esta fraccion, que en ccd
de adsorcion o en cromatografia en columna se presenta como homogénea, se
puede resolver en sus componentes por cromatografia gaseosa analitica o por
cromatografia 1iquida de alta presion.

En un primer intento, la fraccién "y-sitosterol”, que era radiactiva,

se tratd de separar en sus componentes por cromatografia gaseosa preparativa,
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no lograndose obtener con los medios a nuestro alcance, componentes indivi-
duales sin contaminacion. Se decidié cambiar de técnica y utilizar cromato-
grafia ligquida de alta presion. Mediante esta técnica se lograron separar
los esteroles compopentes del "y-sitosterol". Dichos esteroles se analizaron
por cromatografia gaseosa para verificar la ausencia de mezclas y luego se

determinaron sus respectivas actividades especificas.
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B.2) ENSAYOS CON CORTES DE TEJIDO Y CON HOMOGENEIZADOS DE GLANDULAS

PAROTOIDES DE SAPOS BUFOQ ARENARUM.

Consideraciones preliminares

Cortes de tejido animal para ensayos bioldgicos

E1 uso de cortes de tejido en rebanadas 1o introdujo Otto warburg71 en
1923 como un método para estudiar, por técnicas simples in vitro, el metabo-
lismo de tejidos no extremadamente dafiados mecinicamente y que fueran aidn ca-
paces de tener actividad metabﬁlica similar a aqué]la que tendrfan in vivo.

E1 método consiste en la preparacidn de rebanadas 1o suficientemente
delgadas para permitir que el oxigeno del medio exterior llegue a las capas
mﬁs internas de las tajadas por difusifn, pero no tanto como para que la pro-
porcion de células rotas por los cortes sea elevada.

Estos cortes de tejido se suspenden en un medio adecuado en un recipien-
te conteniendo una mezcla gaseosa apropiada y se incuban con agitacién, usual-
mente a 38°C (aunque para tejidos de anfibios la temperatura recomendada es
de 25°c7% ).

Warburg calculd el espesor maximo permisible de los cortes, usando una
constante de difusién para el oxigeno en el tejido obtenida por Krogh y asu-
miendo que la maxima velocidad de consumo de oxigeno por las células deberia

ocurrir a muy bajas concentraciones de dicho gas. Se observd que esto Gltima
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era verdad, tanto para organismos unicelulares como para particulas de teji-
do de mamiferos . Para una velocidad de consumo de oxigeno de alrededor
de 3 m1/g/h, el maximo espesor calculado es 0,5 mm aproximadamente, cuando
la presion de oxigeno sobre el medio de incubacibn es 1 atm. E1 espesor 1i-
mite calculado es inversamente proporcional a la rafz cuadrada de la veloci-
dad de respiraci6n. Los estudios experimenta]es75 han confirmado aproximada-

mente y con pequefias diferencias los cdlculos de Warburg.

Preparacion de los cortes: E1 Oorgano o tejido particular deberia extra-

erse inmediatamente después de matar el animal y comenzar en ese momento la
preparacion de los cortes. Si es inevitable un retraso, debe mantenerse al
tejido frio, sobre hielo. Se han utilizado numerosos tipos de micrﬁtomos pa-
ra preparar cortes de espesor unifonmé76. Como se sefald, los cortes no de-
ben hacerse mucho mds delgados que el espesor limite ya que eso aumentaria
la proporcion de células dafiadas y la proporcion de tejido sometido a alta

tension de oxigeno.

Medio de incubacidn: La solucibn a ser usada como medio de suspensidn,

depende del problema en estudio. Las velocidades de metabo]izacién se afec-
tan considerablemente por la constitucidn inorgdnica y orgénica del medio.
E1l mas usado comﬁnmeﬁte consiste en una mezcla salina de presidn osmotica y
composicion inorgdnica similar a la del suero. E1 ion bicarbonato es el ter-

cer ion mds importante en cantidad en fluidos bioldgicos y se debe usar un
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medio con pH regulado con bicarbonato si se requieren condiciones experimen-
tales muy prbéximas a las fisioldgicas. Con tal solucidn, 1a mezcla gaseosa
externa a la solucidn, debe contener un 5% de CO2 para asegurar un pH fisjo-
16gico. Para estudios aerdbicos con cortes de tejidos, si se usa bicarbonato
se suele utilizar carb6geno como mezcla gaseosa (95% 02 + 5% COZ)'

Limitaciones: La técnica de cortes delgados de tejido proporciona un

resultado global del metabolismo en estudio, mas que informacifn acerca de
reacciones simples y enzimas actuantes. A pesar de que esta técnica se usa
principalmente para obtener datos metabﬁlicos bajo condiciones simples pero
"fisiologicas", es imposible hasta ahora obtener un ambiente completamente
fisio]ﬁgico que contenga todos los agentes humorales y otros intrinsecos.

E1 corte de tejido no tiene circu]acién capilar y todos los intercambios
entre el tejido y el medio de suspension deben ocurrir por difusiﬁn a través
de distancias de por 1o menos la mitad del espesor de la ldmina de corte.
Para mantener una adecuada tensidn de oxigeno en las capas mﬁs internas de
una rebanada de tejido que respira activamente, las capas exteriores deben
estar sometidas a una concentracidn de oxigeno anormalmente alta y de hecho,
téxica. Del mismo modo, para cualquier sustrato utilizado rapidamente por el
tejido, 1a concentracidon en el medio de suspension debe ser mayor que el pro-
bable nivel fisioldgico. La concentracion de un sustrato en el medio, no re-

presenta la concentracidn dentro de la rebanada de tejido; &sta variara con
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el espesor del corte y la velocidad de consumo de dicho sustrato. La tension
de C02, la concentracién de ion hiergeno y las concentraciones de acido lac-
tico y otras sustancias producidas metab6licamente tienden a ser significati-
vamente mayores dentro de la rebanada de tejido que en el medio que la rodea

71,77

Homogeneizados de tejido animal

Actualmente, los homogeneizados de tejido son ampliamente utilizados
para estudiar reacciones enzim&ticas en materiales bioldégicos, 0 como mate-
rial de partida para la preparacidn de los componentes particulados de cé-
lulas.

La definicion de homogeneizado puede ser expresada desde dos puntos de
vista, uno operacional y otro conceptual.

Potter y Elvehjem, en su articulo original78 en 1936, usaron el térmi-
no "suspensifn de tejido" y recién en 1941 se empled la palabra "homogenei-

"79. Desde entonces se usb este término en cientos de publicaciones con

zado
algunas variaciones en el sentido, pero usualmente en conexidn con el uso
de un dispositivo originalmente descripto o una modificaciﬁn del mismo y
as7 normalmente en un sentido operacional. Puesto que aiin las operaciones
que involucran los mismos instrumentos de produccidon pueden conducir a re-

sultados muy variables, era deseable tener una definicidon conceptual.

Antes de 194780 la suspension de tejido era considerada como una buena
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definicién de un homogeneizado, Se consideraba que debfa obtenerse un mayor
0 menor nimero de cé]u]as intactas, dependiendo mds del medio de suspensidn
que de la técnica de molido, y se trat6 de evaluar el grado de ruptura celu-
lar por criterios enziméticosgl.

Sin embargo, ya en 194177 habia avanzado el concepto de una suspensidn
de particulas respiratorias probablemente idénticas a las mitocondrias y
con el desarrollo de mejores técnicas para el aislamiento -de mitocondrias
de homogeneizados con sacarosagz, se establecid la base para la presente de-
finicion conceptual de homogeneizado.

Asi, desde 1947 se establecif que un homogeneizado significaba una pre-
paraciﬁn de tejido total en l1a que la ruptura celular es tan completa como
sea posible, mientras que al mismo tiempo, la destruccidn de nﬁc]eos, mi to-
condrias y otras particulas celulares se mantiene al minimo que el conoci-

miento y la técnica actuales 1o permiten.

Instrumental: E1 equipo bdsico para preparar homogeneizados consiste

en un tubo de ensayos de paredes muy reforzadas en el que se coloca una ma-
no o pilén también de vidrio (en general esmerilado) que encaja bien en el
fondo del tubo, dejando s6lo una muy pequefia luz entre ambas superficies;
este pilén se hace girar eléctricamente, mientras el tubo. con tejido y medio
adecuado (enfriado exteriormente, pues la friccidon puede calentar la suspen-

sidn y desnaturalizar proteinas) se mueve verticalmente hacia arriba y hacia
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abajo, tratando de desmenuzar el tejido entre el pilén y la pared del tubo.
Existen ademds muchas variantes y equipos pero funcionan esencialmente de

igual manera.

Medios de incubacifn: La eleccifn del medio de suspensibn estd siempre
en evolucibn y depende del estudio en particular. Se han usado homogeneiza-
dos con agua en sistemas en 1os que se podian agregar los cofactores necesa-

. .. 83 84 . P
rios a la mezcla de reaccibn . También se usaron medios isotdnicos con
cloruro de potasio o con sacarosa.

Usos: Los homogeneizados y las fracciones celulares aisladas represen-
tan un punto intermedio entre el animal vivo y la enzima individual aislada,
lugar ocupado originalmente sdlo por los cortes delgados de tejidos, y a pe-
sar de que aln hay muchas reacciones que ocurren en esos cortes y fracasan
en homogeneizados, la comprension futura de estas reacciones debe depender
de los resultados que se obtengan con homogeneizados. En general, los homo-
geneizados se usan para el estudio de sistemas enzimaticos mdltiples involu-
crados en secuencias de reacciones metabdlicas, con la intencidn de: a) en-
sayar el tejido con respecto a una enzima individual especifica, o b) estu-
diar los factores regulatorios que determinan cudles secuencias metabdlicas

. . 85 .
ocurren cuando muchas alternativas son posibles , o cudles reacciones son
. 86 . . -
las que controlan la velocidad . La tendencia actual es determinar cudles

reacciones metab6licas tienen lugar en los tejidos del animal entero, usando
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técnicas con trazadores isotopicos, y Tuego estudiar como estan controladas

estas reacciones usando las técnicas de homogeneizad0587.

Consideraciones acerca de la necesidad de la aplicacion de estas meto-

dologias a la realizacion del presente trabajo.

Como se menciond en el capitulo "Objetivos de la presente investigacion"
(pag. 38), era de interés aclarar el origen biosintético del colesterol glan-
dular, ya que estaba demostrad027 que éste era precursor de los bufadien6li-
dos de sapos.

Normalmente existen dos fuentes posibles de colesterol glandular: la
produccion de novo y la entrada de colesterol desde el exterior de la glan-
dula. .

La importancia relativa de estas vias varia segin el tejido de que se
trate.

Cuando el aporte externo de colesterol esta disminuido por algin motivo,
se activa la sintesis de novo, normalmente inhibida por retroalimentacidn
negativa del colesterol sobre la hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa
(HMG-CoA reductasa), enzima que cataliza la conversion

HMG-COA —>» meva]onato.
y que es la reguladora de la via

acetato ----9 colesterol.
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E1 aporte externo de colesterol estd mediado por lipoproteinas que To
transportan por el torrente circulatorio, principalmente en forma de ésteres
con acidos grasos de cadena larga, para su captacion por los diversos teji-
dos. En diversos tejidos esteroidogénicos estudiados, como por ejemplo adre-
nal, ovario, células de Leydig de ratasaa existen receptores especificos en
la membrana celular, a los cuales se unen estas lipoproteinas y mediante me-
canismos no del todo aclarados permiten la introduccion de }os esteroides al
tejido. La especificidad esta dada por el receptor y por la parte proteica
de la lipoproteina (apolipoproteina).

En el caso de las glandulas parotoides de sapos, si se observaba sinte-
sis de colesterol de novo, significaba que se tenia localizado un sitio de
biosintesis total de bufadiendlidos, ya que se sabia que estos se producian
en dichas glandulas.

Si el aporte externo de colesterol a las células glandulares es el
camino predominante, cualquier posible precursor de bufadiendlidos anterior
al colesterol (por ej. acetato o mevalonato) que se ensaye serd metabolizado
fundamentalmente en otros tejidos donde la biosintesis de novo de colesterol
sea importante. Habria dos consecuencias posibles: a) si el ensayo fuera re-
alizado in vivo ao aportaria nueva informacidn con respecto a la incorpora-

cion de colesterol y seria menos eficiente; b) si el ensayo fuera in vitro,
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los resultados de incorporacion serian negativos o de muy bajo valor porque
no ocurre la sintesis de novo.

Por 1o tanto si la entrada de colesterol es la via importante, habria
que ensayar posibles precursores posteriores a colesterol en el camino bio-
sintético a bufadiendlidos.

Si en este Ultimo caso los ensayos fueran in vivo,un resultado negativo
de incorporacion podria deberse a una dificil llegada del precursor a la cé-
lula o a que el mismo no sea un verdadero precursor.

Por otro lado, si las experiencias fueran <m vitro, un resultado nega-
tivo podria indicar nuevamente que no se trata de un verdadero precursor o
que el tiempo de incubacion (limitado en los ensayos in vitro) no fue sufi-
ciente.

En cualquier caso un resultado netamente positivo indicaria la presen-
cia de un precursor, sin descartar la posibilidad de que intervenga en una
via metab6lica alternativa a la predominante en condiciones fisioldgicas
normales.

Es decir que la inoculacion en un organismo vivo de un posible precur-
sor de bufadiendlidos, puede conducir a resultados nulos de incorporacion
aunque se trate de un verdadero intermediario en el sitio de biosintesis.

Para poder determinar si el colesterol utilizado por las glandulas
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venenosas para biosintetizar bufadiendlidos, era sintetizado de novo por di-
chas glandulas o provenia de algin otro 6rgano (por ejemplo el higado) a
través de la circulacion sanguinea, se hizo necesario separar las glandulas
y ensayar la biosintesis de colesterol, establecer la presencia de recepto-
res de lipoproteinas y confirmar su capac%dad de "internalizar" o sea, per-
mitir la captacion del colesterol,

Este proceso, también 1lamado endocitosis mediada por receptores, es
Ta via conocida para la introduccion de la LDL (lipoproteina de baja densi-
dad) en la célula y la forma mds habitual en que la misma se provee de coles-
terol para la formacion de membranas (todas las células) o para la sintesis
de otros productos. Como ejemplos de estos Gltimos casos pueden citarse:
sintesis de acidos biliares en células de higado, sintesis de cortisol en
glandula adrenal, sintesis de estradiol en ovario o, el proceso en estudio,
sintesis de bufadiendlidos en glandulas parotoides de sapos.

Los ensayos mencionados se realizaron in vitro, con cortes de tejido
o con membranas aisladas de células a partir de homogeneizados de glandulas

parotoides.

a) Experiencia de inoculacién de |l-14C| acetato de sodio y J5-3H| me-

valonolactona a cortes de tejido de glandula parotoide.

Se 11evd a cabo esta experiencia con sapos Bufo arenarwm, con dos ani-
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Como era necesaria la extraccion de las glandulas parotoides, se sacri-
ficaron ambos sapos, se obtuvieron las glandulas como se indica en la parte
experimental y también se utilizo el tejido hepatico. Como se deseaba veri-
ficar la formacion de colesterol, se utilizd como control dicho tejido he-
patico, en las mismas condiciones experimentales que el tejido de glandula
parotoide.

Se incubaron paralelamente cortes de tejido de glandula y de tejido
de higado en ensayos separados,durante 2 y 16 hs con el agregado conjunto
de |l-14C| acetato de sodio y |5-3H| mevalonolactona a los medios de incuba-
cion. Finalizadas dichas incubaciones, se midi6 la actividad remanente en
los medios de incubacion, se retiraron los cortes de tejido y previo lavado
de los mismos se procediéo a saponificar los posibles ésteres de colesterol
presentes dentro del tejido.

E1 lavado previo se realizo para tratar que las experiencias siguientes
se 1levaran a cabo principalmente con los productos que quedaran dentro del
tejido y no simplemente adsorbidos en su superficie.

Luego de la saponificacion, se extrajeron los esteroides y los residuos
obtenidos luego de llevar a sequeda& los extractos organicos se analizaron

por métodos cromatograficos utilizando colesterol como testigo.
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La deteccidon de los productos radiactivos se 1levo a cabo mediante ra-
diocromatografia. Se procedio al eluido de los compuestos que quedaran rete-
nidos en la zona de Rf igual al de colesterol y se midieron estos eluidos

3H y de 14

por centelleo 1iquido para obtener valores de incorporacidn de C.
En aquellos casos en que se observd radiactividad, se procedié a agregar co-
lesterol no marcado, a fin de poder recristalizar hasta actividad especifica
constante. Una vez logrado el producto con actividad especifica constante,
se 1o derivatizé por acetilacion y se verificé si el derivado recristalizado
tenia la misma actividad especifica que el colesterol de partida.

Los resultados de las incubaciones y posterior tratamiento se indican

en el capitulo "Resultados obtenidos" (pag. 111),

b) Aislamiento de lipoproteinas del suero sanguineo.

Del conjunto de lipoproteinas séricas las mas importantes en el trans-
porte de colesterol son la LDL y Ta HDL, Tipoproteinas de baja densidad y
. . 88
de alta densidad respectivamente
De la sangre de sapos Bufo arenarum se obtuvo el plasma colectado en
una solucion 0,1% de EDTA.
Las lipoproteinas de sapos (t-LDL, d=1,019-1,063 g/ml y t-HDL, d=1,090-

1,215 g/ml1) se aislaron por flotacidon secuencial utilizando una ultracentri-
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fuga y ajustando la densidad de la solucion por sucesivos agregados de bro-
muro de potasio s6lido. Luego de lavar las lipoproteinas con soluciones de
baja densidad y alta densidad seguido en cada caso de ultracentrifugacion,
ambas 1ipoproteinas se dializaron para eliminar el exceso de bromuro de po-
tasio.

Las fracciones aisladas migraron como picos homogéneos por electrofore-
sis en geles de poliacrilamida.

Finalmente ambas fracciones se filtraron para eliminar particulas y

agregados.

c) Marcacion de las lipoproteinas con iodo (1251).

1257 Ltilizando el

Ambas lipoproteinas (t-LDL y t-HDL) se marcaron con
método de la lactoperoxidasa, enzima que cataliza la oxidacion del ioduro
con aqua oxiqenada y que permite la union del iodo a la tirosina de la pro-

teinaag.

] 125I libre por pasaje a tra-

Las lipoproteinas iodadas se separaron de
vés de una columna de poliacrilamida-agarosa equilibrada previamente con una
solucidn salina conteniendo albimina de suero bovino (para saturar posibles

sitios de adsorcion de lipoproteinas en la matriz, ya que las mismas se en-

cuentran en muy baja concentracidn).



La actividad especifica de las lipoproteinas marcadas se determind mi-

125, incorporada (contador de radiacion gamma)

diendo la actividad total de
y dividiéndola por 1a masa de lipoproteina correspondiente (determinada an-

tes de la marcacion por el método de Lowrygo).

d) Ensayo de union de las lipoproteinas a 1os receptores en la membrana.

Modelo de sitios idénticos e independientes en la union de pequenas

moléculas a un polimero.

Supongamos que una molécula de un polimero P tiene un nimero de sitios
idénticos e independientes para ligar una molécula A, mas pequefia. Si los
sitios son idénticos (esto es, cada uno tiene la misma afinidad por A) e in-
dependientes (la ocupacidon de un sitio no afecta la unidn a otro sitio) se
puede obtener una descripcion simple de este sistema.

Consideremos por ejemplo que el polimero P tiene 3 sitios idénticos e
independientes y representemos con un 0 si el sitio esta vacio o con un 1
si esta ocupado por el ligando A,

Si se permite que el polimero P reaccione con el ligando A y la unidn
es reversible de modo de poder llegar a un equilibrio, habra ocho especies
presentes: 000, 001, 010, 100, 011, 101, 110 y 111. Eara cada uno de estos

equilibrios podemos escribir, por ejemplo,
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K
A + 000 == 001 (6010 6 100), de donde,

_ [100]
|A| |000| | 000| |000| |000|

Esto es asi porque consideramos sitios idénticos, o sea que la constan-
te de equilibrio es la misma para las tres especies unidas a un solo ligando.

Analogamente,

K
A + 001 == 011 (6 101)

|o11] _ _|o11] K2|a|2 = 011 _ Jiea] _ j110] _ (2

K[A] =
lao1|  K]A}|o00| | 000 | 000| | 000|

Esto se cumple si consideramos ademds sitios independientes, pues la
entrada del primer ligando A no afecta la entrada del segundo y las constan-
tes son idénticas.

De igual manera,
K
A + 011 (610161100 = 111

|111] G- 11 3

K|A| =
|o11] |oao|

La concentracion total del polimero (libre + ligado) es:

|000| + |001| + |010] + |100| + |011] + |101| + |110| + {111] =

Pl

|000| + 3s|000| + 3s%|o00| + s3|oo0| =
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2 3 )

= - 3
= ]000] (1+ 3s+ 3"+ = IPlyspre @+ 8)

La concentracion de polimero unido a ligando es,

IPlunido = 1Pl7 = IPlyibre

o sea la suma de las concentraciones de las siete especies con A unido.
Si la concentracion de una estructura como la 011 se expresa en forma de
ligando unido, entonces queda 2|011| pues hay dos moléculas de A por molécu-

la de polimero. Por extensidn, la concentracibn total de A unido es:

|A| |o01| + |010| + |100] + 2|011| + 2|101] + 2|110{ + 3|111] =

unido

3s|000| + 6s2|ooo| + 3s3|oao| =

3s[000] (1+2s+s®) = 3s]o00] (1+s)% =

IPI11'bre 3 (1+ 512

E1 ndmero promedio de moléculas de ligando A unidas por molécula de po-

limero P, v, es igual a lAIunido / IPl;
2
v = IAIu _ Ipllibre 35 (1+5) = 3s
- - 3
Ply  IPlyipre (1 +9) 1+s

Se puede demostrargl que en general, si hay N sitios idénticos e inde-

pendientes,
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Ns  _ NK|A|
1+s 1+ K|A|

de donde,

v (1+K|A]) = NK|A|

<
n

NKIA| - K[A]

Y = KN - Kv = K (N-v)
LY

Cuando N es grande, no es posible ni deseable determinar la concentra-
cion de las especies individuales. E1 parametro v se usa mas frecuentemente
para expresar la extension de la unidn.

Si este modelo se cumple, 1a representacion grafica de v/|A| versus v,
resulta una Tinea recta. La pendiente de 1a misma es -K, en donde K es la
constante de equilibrio de asociacion para un sitio. También se puede expre-
sar en términos de la constante de equilibrio de disociacién Kd =-i— por lo

cual,

—\’—=N-v=1(N-v)

Al Kd  Kd  Kd

Otra forma de expresion es la siguiente:

|A|
como v = u o= IAL(N - v)
IPl+ Kd
|A] N|P] v|P| N|P] |A]
entonces, u - T . T . T . u
|A| Kd Kd Kd Kd
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donde N|P|T = Q es el nimero total de sitios de unién por unidad
de volumen de la solucion (o por otra unidad relativa como mg de polimero,

mg de proteina, etc.) y usando simbolos habituales en la literatura:

IAIu = B ("bound")
Al = F ("free")
se obtiene _E. = JZ_ - _E__
F Kd Kd

Representando B/F = f(B) se obtiene el grafico de Scatchard®? , que en
las, condiciones establecidas daria una recta con pendiente -1/Kd y ordenada

al origen Q/Kd (a)

B/F,

¢ a: cumple el modelo
b a b: 1 <1
ctrt>1
—>
B

Figura 8: Grafico de Scatchard.

Para que el grafico sea una linea recta como la representada en a, de-

ben cumplirse las condiciones siguientes:
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- Que la reaccion 1legue al equilibrio (de otra manera no se pueden me-
dir las concentraciones en el equilibrio).

- Que sean sitios idénticos. Si esto no es asi apareceran distintos va-
lores de K y 1a ecuacion no es una funcién lineal simplificada. Si por ejem-
plo hay dos sitios de union con afinidad diferente por el ligando, se obten-
drd una curva resultante de las dos rectas con distinta pendiente -1/Kd.

Para i sitios diferentes se puede demostrar que

B NiKiF
v = = I —— que para el caso i =1
1P+ i1+ KF
se transforma en la ecuacién ya vista v = NKF (recordando que
1+ KF

F = |A|).

- Que los sitios de union sean independientes., Si esto no se verifica,
la concentracion de, por ejemplo, la especie 011 sera -r|000ls2 donde t es
el factor de correccion que tiene en cuenta la influencia del primer ligando
unido, sobre la entrada del segundo. Si <t < 1 se habla de cooperatividad
negativa, es decir que el ligando unido disminuye la facilidad de la entrada
de otro ligando respecto del valor ideal y se obtienen curvas como la b en
la figura 8 . Si <t > 1 hay cooperatividad positiva donde el ligando unido
facilita la entrada del siguiente (curva c en la figura 8).

Aplicacion del modelo a la unién de las lipoproteinas de sapo a 10s re-

ceptores en la membrana.
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En la experiencia que nos ocupa el ligando era la lipoproteina, cuya
fraccion proteica se deberia unir a receptores en la membrana celular.

Se utilizd una fraccion de homogeneizado de glandula parotoide, obteni-
da por centrifugacién a 27000 x g que consistia fundamentalmente de particu-
las de membrana celular. Dicho homogeneizado se hizo en un medio hipoténico
con bicarbonato de sodio, que destruye las células y deja las membranas prac-
ticamente intactas. Previo a la centrifugacion a 27000 x g se centrifugd a
3000 x g para lograr la sedimentacion de nicleos, agregados grandes y célu-
las intactas.

Se procedio de esta manera, utilizando solamente membrana, para evitar
una posible "internalizacidn" de Tas lipoproteinas al usar células enteras
(si hay "internalizacidén" se produce degradacidon de la lipoprotefna y en con-
secuencia no se cumplen las condiciones de equilibrio de unidn necesarias
para el andalisis; ver ecuacidn de Scatchard, pag. 93).

Se incubaron las lipoproteinas marcadas, con la preparacion de membra-
nas.

Para construir el grafico de Scatchard, se debian obtener varios puntos,
o sea incubaciones en que la concentracidn de lipoproteina unida (B en la
férmula) fuera diferente dentro de un rango adecuado. Para variar B se agre-
garon cantidades variables de lipoproteina sin marcar. Q sea, en cada tubo

de incubacion se fijo la cantidad de proteina de membrana, la cantidad de
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125 125

Tipoproteina marcada (~““I-t-LDL o I-t-HDL) y se fueron agregando a cada
uno cantidades crecientes de lipoproteinas sin marcar; de este modo la can-
tidad de ligando unido (B) aumenta (por desplazamiento del equilibrio) hasta
alcanzar la saturacion de los sitios de union. Como B tiene un 1imite (nd-
mero total de sitios de union) y F aumenta siempre con la masa de 1igando
agregada, el cociente B/F disminuye. Por este motivo se obtiene una pendien-
te negativa en el grafico de Scatchard.

La concentracidon de ligando unido B, se puede expresar en forma de masa
de ligando por unidad de volumen de solucidon de incubacién o en forma molar,
o mas habitualmente en el caso de lipoproteinas, en forma de masa de ligan-
do por unidad de masa de proteina de membrana (ya que se utiliza la misma ma-
sa de proteina de membrana en cada tubo y se obtiene asi el nimero de sitios
de unidn relativo a la masa total de proteina de membrana).

Entonces la masa unida de cada lipoproteina para cada punto de equili-

brio, se obtiene asi:

actividad unida
actividad agregada

Munida - Mtotal

donde Miotal = Mipoproteina * ™ ipoproteina
no marcada marcada

La actividad agregada se mide al comienzo (contador de radiacién gamma)

y la actividad unida se mide luego de la incubacidon, separando las lipopro-
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teinas unidas a receptores de los ligandos libres (" “~I-t-LDL o I-t-HDL)
por filtracion a través de filtros Millipore de 0,45 um; las lipoproteinas
unidas a membrana quedan en el filtro que se mide en el contador "gamma".

La concentracion de ligando libre (F) se determina asi:

Miotal = Munida
v

incubacion

Para que una estructura dada se pueda considerar un receptor debe po-
seer las siguientes caracteristicas: especificidad, alta afinidad por el 1i-
gando, que la unidon ligando-receptor sea reversible, que llegue a un valor
de saturacidon y que la union produzca una respuesta fisioldgica medible.

Generalmente tienen ademas, baja capacidad, debido a que hay relativa-
mente pocos sitios de union por célula. Esto Ultimo se hace mds evidente
cuando se trata de un receptor cuyo ligando es un mensajero quimico (por
ejemplo neurotransmisores, hormonas, etc.).

Ademds de unirse al receptor, el ligando puede unirse no especifica-
mente a otros sitios generalmente de baja afinidad y alta capacidad. Como
éstos tienen alta capacidad, no se 1legan a saturar aunque se le agregue
al medio de incubacidn un exceso de ligando no marcado, mientras que los
sitios de unidn especifica (de alta afinidad) se saturan rapidamente cuando

aumenta la concentracion de lipoproteina.
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Por este motivo, el valor de union inespecifica que es necesario des-
contar, se determina por el agregado de un exceso de ligando no marcado.
Debido a la disminucion de 1a actividad especifica del trazador, por

125

exceso de ligando no marcado, la actividad de I unida en estas condicio-

nes corresponde estadisticamente a la union de alta capacidad solamente, es
decir, a la union inespecifica.

1251 unida para el ensayo con gran exceso de lipoprote-

La actividad de
ina se resta de los valores de todos los otros puntos y también de la acti-
vidad total agregada, por considerar que el ligando unido inespecificamente
no esta disponible para la uni6n con el receptor.

Otro valor a considerar es el control a tiempo cero, Este aparece debi-
do al filtrado, ya que parte del ligando marcado queda unido al filtro, debi-
do a los sitios de union de baja afinidad del mismo.

E1 valor de correccion debido a 1a union a tiempo cero, que se debe des-

contar como el de la unidn no especifica, se obtuvo de la siguiente manera:
se filtraron las membranas con lipoproteina marcada (sin incubacion previa)
y se midié la radiactividad remanente en el filtro; se hizo lo mismo con el
agregado de lipoproteina sin marcar en exceso, observandose una disminucién
de la actividad unida al filtro debido a la saturacion de estos sitios; la
diferencia, que resultd un valor pequefo, es el control a tiempo cero.

E1 cdlculo completo se realiza entonces de la siguiente forma para cada
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act, unida - act. unida con exc. - act. unida a

punto: Munida = Motal ( de 1ig. no marcado tiempo cero )
act. agregada - act. unida con exceso
de ligando no marcado
Actividad
de 125I
A
Actividad
correspondiente
al receptor
Union
inespecif.
Act. correspond. sin incub.
al filtro previa
Act. correspond.
al inespecifico [ 1
Un punto Ligando Sin incu- Sin incu-
cualquiera marcado bacion, bacién, con
del grafico y ligando con ligan- ligando mar-
con ligando sin marcar do marcado cado mas
marcado y en gran exceso de
sin marcar exceso no marcado

La actividad unida al filtro no se puede considerar dentro del valor de

unién inespecifica porque es "desplazable" por 1igando no marcado, a diferen-

cia de la unidn inespecifica que por no saturarse (alta capacidad) no dismi-

nuye por dilucion del ligando marcado y tiene un valor constante luego de

las incubaciones.

Los ensayos se hicieron por duplicado y los valores promedio para cada

punto y cada lipoproteina se volcaron en gréficos de Scatchard (ver capitulo

"Resultados obtenidos", pag. 116).
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e) Marcacién de las lipoproteinas con linoleato de [J,2,6,7—3H|

colesterol

E1 Tinoleato de |1,2,6,7-3H| colesterol se unid a las lipoproteinas
por el método de Faust et. aZ.93 (ver capitulo "Experimental®, pag. 196).

La larga cadena del 1inoleato facilita la unidon con las lipoproteinas.

En realidad la LDL, por ejemplo, es un compliejo grande con forma esfé-
rica (22 nm de didmetro) que contiene un centro con alrededor de 1500 molé-
culas de colesterol esterificadas con dcidos grasos de cadena larga . Dicho
centro esta rodeado por una doble capa lipidica que contiene dos copias de
una proteina que es la responsable de la unidon de 1a LDL a los receptores

de la superficie celular,

f) Incubacién de cortes de tejido de glindula parotoide con las lipo-

proteinas marcadas con linoleato de colesterol tritiado,

Se incubaron cortes delgados de tejido glandular con las lipoproteinas
marcadas con linoleato de colesterol tritiado en las condiciones utilizadas
previamente para el ensayo con acetato y mevalonato (ver pag. 189).

Se realizaron los experimentos por triplicado con y sin el agregado de
colchicina (89),

E1 alcaloide colchicina es un inhibidor de la "internalizacion", o sea
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a la cual ya se hizo referencia.
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CAPITULO 4
RESULTADOS OBTENIDOS
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INOCULACION DE TRAZADORES RADIACTIVOS A ANIMALES INTACTOS

a) Acido |2—14C| mevalénico (22).

Los resultados obtenidos muestran (ver Tahla 1) que el dcido meva-
1onico se incorpora en el veneno de sapos, pero solamente en la fraccidon “y-
sitosterol", al menos durante el tiempo que duré la experiencia.
Los valores de incorporacion absoluta y de incorporacion especifica se
calculan como se indica:

actividad total en el producto aislado x 100

Incorporacion absoluta % =
actividad total inoculada

Incorporacién especifica % = act. esp. del producto aislado (dpm/mmol) « 100

act. esp. del trazador inoculado (dpm/mmol)

Cuando no se aisla un producto puro sino una mezcla (por ejemplo el ve-
neno crudo) no puede determinarse el valor de actividad especifica en dpm/mmol
sino por unidad de masa (dpm/mg), por lo que no se puede calcular el valor
de incorporacion especifica.

La separacion de los esteroles componentes del producto 1lamado "y-si-
tosterol", que como se dijo resulté infructuosa por cgl preparativa y se
realizd por cromatografia liquida de alta resolucién (clar), permitid medir
la actividad especifica de cada esterol en 1a mezcla. Por cgl se comprobd

que cada una de las bandas obtenidas por clar correspondia a un solo esterol.
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En el andlisis por cgl analitico, el pico de estigmasterol (4) se obser-
vé superpuesto parcialmente con el de campesterol (3) y el de sitosterol (5),
por lo que no fue integrado y en consecuencia no pudo determinarse su masa
(ver Tabla 2).

A continuacidén se muestran cromatogramas tipicos de clar y cgi para la

mezcla "y-sitosterol".

2

G GEN BB G ABN GEN AN AEm TN B BN B am B “Ill Gl En OBN OBN B BN e =

Cromatograma 1iquido de alta resolucién (clar) del "y-S%tosterol“

radiactivo (ver condiciones en "Parte experimental).



18.26 colesterol
19.63 campesterol
20.73 sitosterol

|

|

Cromatograma gaseoso (cgl) del "y-sitoste}ol" radiactivo (ver condiciones

en "Parte experimental").

104

KRN0



105

LE°0  Tv'0 0T L2 0T T Q0T 22 1t S £ 8 220°0 86 0T 2°T 92T
9 9 Loww/wdp bw/wdp wdp bu bw /wdp buw /wdp but/udp 3 bw /udp wdp b
*J3dS3  "10Say *dS3 viol "dS3 "dS3 "dS3 0S8y “dS3 viol
"dYOINI * dHOINI *1Jv "1V VSYW "1V "LV "1V |"dYOIONT LDV "LV YSUW
YNIDV4NG | YNI9V4Ng
OQYI9IH 3@ 1043153702 ~ONIJ073L | -ONTYVW | YNIV4ng n1043LS0LIS-4,,
220°0 8Y moH 2T 06b2 020°0 et moﬁ I°T 0016 121 01 moﬁ ves moﬁ 2L
9 bw/wdp wdp buw 9 bu/wdp wdp bw seLp wdp [ ounu /wdp
‘70say *dS3 10l 70S8y "dS3 Lol ON3N3A 40avzvyl
"ddOINI 10V "LV VSYW | "dYOONI ' 1JV "1V YSYW 130 SITVWINY | ¥YOYINIONI RE[
3 NOIJ23700 30 101l | ¥II4123dS3
(HO3W-HI™ 12) 010¥Y¥1X3 00NY¥I ON3IN3A 30 OdW3IIL | OY3WNN | QVAIAILIY | QVQIAILDY

" szusuovand ofng sodes B 0JLUO|RASW _uvﬁum_ OpLOoe 3p uolde|noouyl T elQe}



106

‘eaLjLieue |62 sod opeutrwualaq

¥000°0 0T L2 99 A - - - €T
9 Lou/wdp Bw/wdp wdp 9 (ou/wdp 6w /wdp wdp
¥J14133dS3 vJI141J3dS3 TvioL YJI41J334S3 VJ14133dS3 ™10L
NOIJYY40dYOINI QvAIAILIY QVAIAILIV [ NOIOVHOJHOOINI QVAIAILIV QYATAILIY
»(%92) 1043LS0LIS 0Y3LSVYWIILS3
9000°0 01 S €Tl (X4 600°0 moH L9 021 s 8.6 T
9 (oww/wdp 6w /wdp wdp 9 (ouw/wdp bw/wdp wdp 6w /wdp b
¥JI14123dS3 ¥314103dS3 10l vJII4133dS3 ¥J14133dS3 W10l v¥J3141J334dS3
NOIJYYOdYOINI QvaIAILIV QVATAILIY | NOTOWVHOJYOINI AVQIATLIY QVYAQIAILOY | QVQIAILOV VSYW
»{%62) 0431S3dWYD »(%5b) 1043153700 0 1043LSOLIS <A,

*0J LU0 | eABW queﬁ-m_ OpldP U0 eloudldadxad e| 3p ajudruanoad

n[04935031S-4,, |3p S9JUBUOJWOD S3|043315d SO| 9p uoroededas ‘7 erqel




107

b) 120-14C] 38-Hidroxi-5g8-pregnan-20-ona (69).

Basado en experiencias anteriores®’ que indicaban que la biosintesis
de bufadiendlidos en sapos era un proceso muy lento y que recién a partir de
los 15-20 dias comenzaba a notarse incorporacion de un trazador (un precursor
esteroidal como el colesterol) en el veneno total, éste se colectd a los 40
dias de la inoculacion.

Los resultados de incorporacion se encuentran en la Tabla 3.

c) J1,2-3H| Colesterol (2), d) |21-14Cl 3g-hidroxi-58-pregnan-20-ona (86)

y e) 121-14C1 58-colestan-3g-01 (88).

Como ya se menciond anteriormente, el ensayo con colesterol tritiado
se realizo como control, ya que se conocia27 que el colesterol era precursor
de 1os bufadiendlidos. En consecuencia, el veneno radiactivo obtenido por
inoculacion de dicho colesterol, no fue fraccionado en sus componentes este-
roidales.

Los resultados obtenidos en funcidon del tiempo de coleccidon del veneno,
para cada uno de los trazadores radiactivos inoculados, se encuentran en la
Tabla 3.

En el caso de la inyeccidn de |21-14C|58-c01estan-33-01 (coprostanol

radiactivo), se encontrd veneno marcado a los 98 y 129 dias después de la
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inoculacidn, por 1o que dicho veneno se fracciond para observar si los bufa-
diendlidos habian resultado con marcacidn,

Como se indica en la Tabla 4, el bufadiendlido arenobufagina resulto el
presente en mayor proporcion, por lo cual fue aislado, purificado y calculada
la incorporacion especifica del coprostanol en el mismo. Los restantes bufa-
diendlidos presentes en la mezcla resultaron también radiactivos, pero debido
a la escasa cantidad existente en dicha mezcla, no pudieron ser aislados en

estado puro.
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ENSAYOS CON HOMOGENEIZADOS Y CON CORTES DE TEJIDO DE GLANDULAS

PAROTOIDES DE SAPQS BUFO ARENARUM.

a) Inoculacién de Jl-l4C| acetato de sodio y |5-3Hl mevalonolactona a

cortes de tejido de glandula parotoide.

Los resultados de las incubaciones de una mezcla de estos trazadores
radiactivos con cortes de tejido de glandula y de higado, para dos sapos se-
paradamente, se encuentran en la Tabla 5.

Se observa de dicha tabla, que solamente en las incubaciones de 16 hs
con tejido de higado, hubo incorporacion apreciable. En los demas casos no
se detectd radiactividad en las zonas de las placas cromatograficas corres-
pondientes a colesterol.

E1 agregado de colesterol no marcado a los extractos de las incubacio-
nes de 16 hs con tejido hepatico y la recristalizacion de la mezcla total,

condujo al aislamiento de colesterol con actividad especifica constante de

14 3

C y de “H. Los valores de actividad especifica y de porcentaje de conver-
sion de los trazadores en colesterol, por unidad de masa de tejido, se en-
cuentran en la Tabla 6.

Se observa que se logro obtener colesterol con actividad especi%ica

constante, igual a la obtenida en las aguas madres, recién luego de la 5°

recristalizacion y que la actividad especifica del derivado cristalino
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14C.

coincide, tanto para 3H como para
Los resultados para ambos sapos son muy similares cuando se tiene en
cuenta la diferente masa de tejido empleada. Por 1o tanto, los porcentajes
de conversion de precursor en colesterol, por gramo de tejido, resultaron
semejantes, para ambos animales.
Es importante destacar, que en los dos experimentos, incubaciones de 2
hs y de 16 hs, el consumo de los precursores marcados, ya sea acetato o me-

valonato, fue menor que 10%, ya que mas del 90% de la radiactividad inicial

se recuperd en el medio de incubacidn.

b) Aislamiento de las lipoproteinas de sapo (t-LDL y t-HDL).

Las lipoproteinas aisladas segin se detalla mas atrds (ver pag. 192),
constituyeron bandas Unicas por electroforesis en geles de poliacrilamida y
la concentracion final de cada una de ellas fue 1,52 mg de proteina total/ml

de solucion de t-LDL y 8,45 mg de proteina total/ml de solucidon de t-HDL.

125

c) Marcacidon de las lipoproteinas con I (ver pag. 194).

125

Los valores de incorporacion absoluta porcentual de I en las 1i-

poproteinas, se observan en la siguiente tabla (Tabla N° 7).
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125

"~ Tabla 7. Incorporacién de I en las lipoproteinas de sapo.

t-LDL t-HDL
ACTIVIDAD | MASA DE | ACTIVIDAD | INCORP. | MASA DE | ACTIVIDAD [ INCORP.
TOTAL PROTEINA | ESPECIFICA | ABSOL. | PROTEINA | ESPECIFICA | ABSOL.
125
DE I
AGREGADA
uCi ug uCi/ % ug uCi/ %
ug proteina ug proteina
500 100 1,70 34 100 1,83 36,6

d) Ensayo de unién de las lipoproteinas ijodadas a los receptores en la

membrana.

Cuando se incubaron alicuotas de la preparacion de membrana de glan-

. 125 125 . 1i tei-
dulas parotoides con | “°I|-t-LDL o | “’I|-t-HDL, la cantidad de 1ipoprotei
na marcada unida a las membranas disminuyd al aumentar la concentracién de

los Tigandos no marcados.

Esto indica la existencia de sitios de unién de alta afinidad para LDL

y para HDL.

Las siguientes figuras muestran el andlisis de estos sitios de union

por el método de Scatchard.
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ug LDL unida/mg proteina de membrana (B)

Figura 9: Grafico de Scatchard para la union de la t-LDL a membrana de

glandula
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Figura 10: Grafico

—_—

6 i2 18 24 30 36 42

pg HDL unida/mg proteina de membrana (B)

de Scatchard para la unién de la t-HDL a membrana de

glandula parotoide.
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Se obtuvieron curvas que se resolvieron en dos componentes (considerando
a cada curva como suma de dos rectas) para ambas lipoproteinas: una componen-
te de alta afinidad (gran valor de pendiente, o sea pequefio valor de Kd) y

una de baja afinidad.

Los valores de constante de disociacion (Kd) y nimero de sitios de unidn
relativo a la masa total de proteina de membrana (Q), para las componentes de
alta y baja afinidad para ambas lipoproteinas, se indican en la siguiente

tabla (N°8).

Tabla 8. Constantes de disociacion (Kd) y nimeros de sitios de union (Q)

para t-LDL y t-HDL.

Kd Q
(ug/m1) (ng/mg proteina)

Alta afinidad 3,0 1,7
t-LDL

Baja afinidad 41,0 19,0

Alta afinidad 2,9 1,5
t-HDL |-

Baja afinidad 155,0 47,0
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e) Marcacion de las lipoproteinas con linoleato de [;L2,6,7-3H|

colesterol.

Los contenidos en colesterol y actividades especificas de las 1ipopro-

teinas marcadas con colesterol tritiado, se indican en la siguiente tabla (N°9).

Tabla 9. Incorporacion de colesterol tritiado en las lipoproteinas.

MASA DE | ACTIVIDAD TOTAL | ACTIVIDAD INCORPORACION { CONTENIDO
PROTEINA | AGREGADA DEL ESPECIFICA ABSOLUTA DE
MARCADA LINOLEATO DE DE COLESTEROL
COLESTEROL LIPOPROTEINA TOTAL
TRITIADO "MARCADA
mg dpm dpm/ y 4 mg/
mg proteina mg proteina
t-LDL 1 8,8 10 6,2 10’ 70 0,034
7 7
t-HDL 1 8,8 10 8,1 10 92 0,086

f) Incubacidn de cortes de tejido de glandula parotoide con las lipo-

proteinas marcadas con linoleato de ]1,2l6,7-3H| colesterol.

Estos ensayos, realizados por triplicado, con y sin el agregado de
colchicina, para ambas lipoproteinas, condujeron a los resultados indicados

en la siguiente tabla (N°10).
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Los valores de concentracion de lipoproteina y de colchicina se fijaron
inicialmente y la actividad especifica de cada lipoproteina era conocida.

La radiactividad total incorporada al tejido en cada caso, se midid en
los extractos organicos, luego de las incubaciones.

Con estos Gltimos valores y los de actividad especifica de las lipopro-
teinas, se obtuvieron las incorporaciones de t-LDL y t-HDL al tejido. A par-
tir de dichas incorporaciones y conociendo la concentracion de colesterol en
cada lipoproteina, se calcularon los valores de incorporacion de colesterol
al tejido.

Cuando los extractos orgdnicos se cromatografiaron en capa delgada y
cada cromatograma se cortd en tiras transversales para su elucion y posterior
medicidon de radiactividad, se obtuvieron perfiles cromatograficos como el de
la figura 11, en donde se representa radiactividad en funcion de nimero de
fraccion eluida.

Las bandas radiactivas comparadas con testigos correspondian a coleste-
rol y a linoleato de colesterol, segin Rf creciente. De la relacion de la ra-
diactividad presente en dichas bandas, se obtuvo el porcentaje de hidrdlisis
del linoleato de colesterol tritiado incorporado al tejido, en cada uno de

los casos.



-1
sl
[xq
eyl

cpm

-
-
L
[

1
ol
1

s

DX
A
.
XA
-
!

|
~
)
)

Figura 11: Perfil cromatografico del extracto organico obtenido

luego de la incubacion de tejido de gldndula parotoide

con 3H-t-LDL con agregado de colchicina.
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CAPITULO 5

DISCUSION DE RESULTADOS
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INOCULACION DE TRAZADORES RADIACTIVOS A ANIMALES INTACTOS.

a) Acido |2-14C| mevaldnico (22).

Los resultados presentados en la Tabla 1, indican que los bufadiendli-
dos aislados presentaron una actividad especifica casi nula, lo cual podria
sefialar que, al menos tedricamente, el "tiempo de reaccion" no fue suficiente
y que si se desearan obtener bufadiendlidos radiactivos por inoculacidn de
acido mevaldnico, uno de los factores a modificar seria el lapso desde la ino-
culacion del trazador hasta la extraccion del veneno, que posiblemente deberia
ser mucho mayor que el utilizado en esta experiencia.

Por otra parte, conocido el caracter de precursor biosintético del coles-
terol, respecto de los bufadiendlidos y teniendo en cuenta el bajo valor de
radiactividad del colesterol glandular, si hubiera existido transformacion de
éste en los bufadiendolidos, sus respectivos valores de incorporacion habrian
sido excesivamente reducidos como para ser detectados con los métodos analiti-
cos utilizados.

E1 dcido mevalonico se convirtio en colesterol en el higado, con una in-
corporacion especifica de 0,37% y absoluta de 0,41%. Este era un resultado
esperado, dado el reconocido caracter del acido mevalonico como precursor
biosintético del colesterol en tejido hepétic024

En el caso del material extraido de glandulas parotoides, la incorpora-



-
~)
u.

cion absoluta del acido mevalonico en el veneno total, el extracto clorofor-
mico-metandlico y la fraccidén "y-sitosterol"” aislada, fue de aproximadamente
0,02% en los tres casos, evidentemente un valor mucho menor que el obtenido
para el colesterol de higado. Recordando que el dnico componente de la mezcla
total que habia resultado marcado era el colesterol presente en el 1lamado
"y-sitosterol" (ver Tabla 2, pdg. 106), es evidente que la incorporacion de
acido mevalénico en colesterol, difiere notablemente si éste proviene del hi-
gado o de las glandulas parotoides.

Varios factores podrian contribuir a producir esta diferencia:
- E1 acido mevaldonico podria 1legar mas rdapidamente al higado que a la glan-
dula parotoide.
- E1 higado podria biosintetizar colesterol mas rapidamente que la glindula.
- E1 colesterol glandular podria provenir del exterior de 1a célula y no de
una biosintesis de novo, en cuyo caso s6lo una parte del colesterol circulan-
te se encontraria en la gldndula. Tanto el colesterol circulante como el de
1a glandula podrian tener menor actividad especifica, simplemente por dilu-
cion con el colesterol preexistente.

Un resultado intrigante proviene del conocimiento que el colesterol com-
ponente del "y-sitosterol" era mis de quince veces mis radiactivo que los de-
mis esteroles hom6logos presentes en la mezcla, indicando, como ya se expreso,

que era el dnico esterol biosintetizado por el sapo y haciendo presumir que
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los demds (esteroles tipicos de vegetales) podrian ingresar a través de la
dieta del animal y 1legar a la glandula mediante algin mecanismo desconocido.
E1 hecho de que esteroles como campesterol, estigmasterol y sitosterol
estén presentes en el "veneno" de sapos, abre una nueva incégnita: aparente-
mente, aunque tienen distintas cadenas laterales, todos estos esteroles son
tomados por la célula glandular desde el exterior de la misma, pero su posi-
ble funcion como precursores de los bufadienélidos de sapos no puede asegurar-
se. Presumiblemente, dado que la célula los acumula, alguna funcion deben cum-
plir. Ademas, si la cadena lateral se escindiera entre los carbonos 20 y 22,
todos estos esteroles darian lugar a un mismo posible precursor, aunque no
surge a priori una explicacion 10gica para que fueran utilizados como precur-
sores de bufadienolidos en reemplazo de colesterol, dada la abundancia de este
G1timo en los tejidos del animal, salvo que constituyeran parte de algin ca-

mino biosintético secundario o alternativo.

b) [20-14Cl 38-Hidroxi-58-pregnan-20-ona (69).

En el caso de la inoculacion de este compuesto radiactivo, los resul-
tados obtenidos con sapos Bufo paracnemis indican que practicamente no hubo
incorporacion en el veneno crudo o en el extracto cloroformico-metandlico de

dicho veneno, luego de un lapso de 40 dias desde la administracién del traza-

dor.
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Los pequehos valores de radiactividad obtenidos, sugirieron la necesidad
de una experiencia adicional para confirmarlos, fundamentalmente en lo que
respecta al tiempo de duracidn del ensayo. Dicha experiencia se realizd luego,
con sapos Bufo arenarum inoculando el mismo producto, pero marcado en C-21,

0 sea con |21-14C| 3g-hidroxi-5g-pregnan-20-ona,

c) 121-14Cl 3g-Hidroxi-58-pregnan-20-ona (86).

Esta experiencia, con sapos Bufo arenarum, seguida durante tres meses,
en la que se obtuvieron venenos totalmente inactivos, confirmd los resultados
anteriores.

Adn teniendo en cuenta la diferencia en la especie de sapo y en el carbo-
no elegido para la marcacion isotopica del producto inoculado, los datos fi-
nales fueron esencialmente los mismos que en el caso b).

Este resultado indicaria que un producto esteroidal con cadena lateral
de 2 carbonos, de tipo pregnano (marcado en C-20 o en C-21) con la relacion
de los anillos A/B eis, pero sin hidroxilar en C-14 con orientacion B, no es
precursor de los bufadienélidos en sapos, o por lo menos no puede 1legar al
sitio de biosintesis de los mismos.

Teniendo en cuenta que el colestero]27 y el coprostanol (88) (como ya se
sefialé) que tienen la cadena lateral de 8 carbonos intacta, son jncorporados

en los bufadiendlidos, se podria postular que dicha cadena lateral es necesa-
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ria para acceder al sitio de biosintesis. Una alternativa seria suponer que
un trazador con cadena lateral de 2 carbonos, seria precursor de los bufadie-
ndlidos, s6lo si su sistema anular presentara la sustitucion definitiva de
los mismos, o sea, 20-ceto-pregnanos con isomeria A/B cis y sustituyente oxi-
genado en C-14 con orientacidn 8.

Si esta G1tima posibilidad fuera correcta, el pregnano inoculado no po-
dria ser un precursor adecuado y el esquema biosintético de colesterol a bu-
fadienélidos seguiria otro camino sin utilizar a dicho pregnano como inter-
mediario (ver figura 7, pdg. 32).

Aqui es necesario destacar que el pregnano inoculado ni siquiera 1legd
a la glandula, pues se obtuvo veneno totalmente inactivo.

Sin 1legar a descartar la alternativa anterior, dado que no existen da-
tos como para hacerlo, aparenta ser mas probable que el fracaso de la expe-
riencia se deba a la imposibilidad para el trazador de llegar al sitio de

biosintesis debido a 1a cadena lateral degradada que presenta.

d) 1},2-3H| Colesterol (2).

- » 27 -4
Como se esperaba segin resultados anteriores®’, este producto resulto
incorporado en el veneno glandular de sapos Bufo arenarum y los valores de
actividad aumentaron con el tiempo desde su inoculacion.

Los resultados obtenidos solamente indican que las condiciones experi-



mentales eran adecuadas para las tres experiencias realizadas en paralelo cen
sapos Bufo awernarwn. No tienen valor comparativo ya que la actividad especi-
fica del colesterol tritiado era mucho mayor que la de los otros dos produc-

tos inoculados y también lo fue la actividad total inoculada.

e) [21-*4¢| 58-Colestan-3s-o1 (88).

En el ensayo con este trazador radiactivo, que fue realizado con sa-
pos Bufo arenarum en forma paralela a los dos anteriores, se lograron resulta-
dos positivos de incorporacidn, por lo que se deduce que el coprostanol (88)
puede actuar como precursor de los bufadienlidos de origen animal (Tablas 3
y 4).

Este hallazgo es de significativa importancia pues estarfa indicando, al
menos para el caso de experiencias.con animales intactos, la necesidad biolf-
gica de que los precursores biosintéticos de bufadiendlidos, deban poseer una
cadena lateral de por 1o menos 8 carbonos, tipo colesterol, para poder ser
transportados y acceder a las gléndulas productoras de "veneno".

Considerando que el coprostanol, con sistema A/B saturado con configura-
cién ots, estd estructuralmente més relacionado con los bufadiendlidos
que el propio colesterol y como, ademfs de poco probable, es desconocido un
camino de coprostanol a colesterol, el coprostanol deberia ser un precursor

posterior a colesterol en el camino biosintético a bufadiendlidos.
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E1 valor de incorporacion especifica de coprostanol en el bufadiendlido
arenobufagina (0,003%) resulta menor que el descript027 para colesterol mar-
cado en C-20, incorporado en marinobufagina (0,03 a 0,1% en sapos Bufo parac-
nemig). Las diferencias experimentales (especie de sapo, época de inoculacién
y duracién de las experiencias) entre el ensayo descripto previamente y el
realizado en este trabajo, no permiten efectuar una comparacidn valida entre
ambos, en cuanto a una cuantificacion de resultados.

Por otra parte, existe la posibilidad de que el coprostanol no sea un
"precursor natural” sino que pertenezca a un camino secundario de biosintesis
de bufadienolidos, pero por poseer el elemento fundamental para acceder al si-
tio de biosintesis, esto es, una cadena lateral idéntica a la de colesterol,
los mecanismos involucrados en esos pasos no puedan diferenciarlo de coleste-
rol. Una vez en la glandula, podria ser convertido en bufadiendlido por un

procedimiento biosintético aberrante, es decir, no natural.
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ENSAYOS CON HOMOGENETZADOS Y CON CORTES DE TEJIDO DE GLANDULAS

PAROTOIDES DE SAPOS BUFO ARENARUM.

Inoculacion de |l-14C| acetato de sodio y |5-3H| mevalonolactona a cortes

de tejido de glandula parofoide.

Dados los valores ya presentados, es evidente que, en las condiciones ex-
perimentales empleadas, s6lo el tejido de higado fue capaz de biosintetizar
colesterol, mientras que el tejido de gldndula parotoide no produjo colesterol,
a partir de acetato o mevalonato, durante las 16 hs de incubacidn.

En el caso de incorporacion positiva con cortes de tejido de higado, aun-
que en las incubaciones se agregd mis cantidad de precursor tritiado (mevalo-
nolactona) que de precursor con 14, (acetato de sodio), el calculo del porcen-
taje de conversion permitié establecer que 1a mevalonolactona es un precursor
mas eficaz que el acetato, resultado compatible con el camino biosintético
establecido para el colesterol en tejido hepatico.

Los resultados obtenidos con los cortes de tejido de higado, sefialan la
existencia de un periodo de induccidén durante al menos las primeras 2 hs de
incubacidn, ya que no se observdé colesterol radiactivo en las incubaciones
de 2 hs.

Hellig y Savard95 , trabajando con cortes de tejido de cuerpo liteo bo-

vino, encontraron un periodo de induccidn similar, aunque de menor extension,
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en la incorporacion de |1-14C| acetato de sodio en colesterol. Estos autores
atribuyeron dicho periodo de induccidon, a la presencia de cierta cantidad de
acetato no marcado enddgeno, que podria ser utilizado por el tejido antes que
el acetato exdgeno pudiera metabolizarse.

En el presente caso, el mayor periodo previo a la formacion de coleste-
rol radiactivo en cortes de tejido de higado de sapos, comparado con los de
cuerpo liteo bovino, se puede explicar por varios factores, entre ellos, la
presencia de niveles mayores de precursores de colesterol enddgenos, una di-
fusion mas lenta del sustrato dentro del tejido y la diferente temperatura de
las experiencias de incubacion: Hellig y Savard realizaron sus experiencias
a 37°C, mientras que en este trabajo se realizaron a 25°C, por consiguiente,
con una probable reduccion del metabolismo que transforma los precursores en
colesterol.

Como se dijo anteriormente, hay tres fuentes inmediatas de colesterol
para las glandulas parotoides: sintesis de novo, colesterol de lipoproteinas
y reservas intracelulares de ésteres de colesterol. Aunque esta ultima no se
menciond como fuente de aprovisionamiento de colesterol, es la forma habitual
de almacenamiento dentro de la célula. Ademds, la cantidad de sustrato dispo-
nible en esa reserva de ésteres de colesterol, depende obviamente de la acti-
vidad del proceso previo de entrada, via lipoproteinas y de la velocidad de

la sintesis de novo.
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Todos los tejidos esteroidogénicos estudiados, son capaces de sinteti-
zar colesterol de novo, a pesar de lo cual, la cantidad de colesterol tomado
de las lipoproteinas es, en general, mayor que la cantidad provista por dicha
sintesis.

Sin embargo, la experiencia rea]igada in vitro, con acetato y mevalonato,
indica que el tejido de glandula parotoide no biosintetiza colesterol en in-
cubaciones de hasta 16 hs, mientras que, como se esperaba, el tejido hepati-
co si produce este esterol.

Este dato estaria indicando que el colesterol que se encuentra en el
"veneno de sapos", extraido de las gldndulas parotoides, no seria sintetizado

en la propia glandula, sino obtenido en su mayor parte, de fuentes externas.

Unidn de t-LDL y t-HDL a receptores en la membrana celular de glandula

parotoide.

La investigacion de la presencia de sitios de unidn para las lipoprotei-
nas en las membranas celulares de glandula parotoide de sapos Bufo arenarum,

condujo a resultados compatibles con la presencia de sitios receptores para

. . - - - . 7
ambas lipoproteinas, con afinidades similares a aquéllas descr1ptasg6’9

para otros tejidos esteroidogénicos.

125

Por otro lado, otros estudios de unidn de I-HDL humana (h-HDL) a mem-

branas de glandula parotoidega indicaron la existencia de sitios de unidn de
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alta afinidad, con Kd = 8,6 ug/ml y una maxima capacidad de unién Q = 2,2
ug/mg de proteina de HDL. Cuando se comparan estos valores con los obtenidos
para las dos lipoproteinas de sapo (ver Tabla 8), se observa que la lipopro-
teina humana tiene menor afinidad (para el sitio de alta afinidad) pero una
similar capacidad de union.

Los graficos de Scatchard se resolvieron en dos componentes, aplicando
un modelo matematico para dos sitios de unidon diferentes, uno de alta y otro
de baja afinidad. No se puede descartar, sin embargo, que se trate de sitios
idénticos pero no independientes y las curvas obtenidas correspondan a un ca-

so de cooperatividad negativa (ver pag. 94).

Incorporacion de lipoproteinas marcadas con linoleato de colesterol

tritiado.

La incorporacion y degradacion de LDL por las células, consiste de un
mecanismo especifico mediado por receptores y una pinocitosis inespecifica
(que involucra 1a endocitosis de fluidos o solutos via pequefias vesiculas
que se forman en la membrana).

Ostlum y colaboradores 7 informaron que la colchicina (89) inhibe se-
lectivamente la incorporacion de.LDL mediada por receptores. Estos autores
no observaron efecto en fibroblastos de pacientes afectados de hipercoleste-

rolemia familiar (enfermedad hereditaria caracterizada por la falta de sin-
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tesis de los receptores celulares para LDL y consecuentemente por los niveles
muy altos de LDL, o sea de colesterol, en sangre). Ademds encontraron que el
agregado de colchicina tampoco afectd la degradacion de albdmina de suero bo-
vino en células normales.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, en este trabajo se probd el efecto
de la colchicina sobre la incorporacion de lipoproteinas mediada por recepto-
res.

Los resultados (ver Tabla 10) indican que el agregado de colchicina inhi-
be la incorporacion de LDL en aproximadamente 60% y también produce un aumento
en el porcentaje de hidrolisis del linoleato de colesterol incorporado a la
glandula. Por otro lado, para HDL, el agregado de colchicina, aumenta en un
100% la incorporacion de colesterol, reduciendo el porcentaje de hidrolisis del
linoleato de colesterol.

Estos resultados muestran que, en condiciones ﬁorma]es, mas de 70 ng de
colesterol por 100 mg de tejido, deberian ser incorporados en 16 hs, por el
camino de la LDL mediado por receptor y que, ademas, la entrada de colesterol
por la via de la LDL aumenta la esterificacion de colesterol.

99-101

Se ha demostrado que la adicion de LDL, pero no de HDL, a fibro-

blastos preincubados en medios pobres en lipoproteinas, incrementa la incorpo-

14

racién de acido oleico marcado con ~'C en ésteres de colesterol. Ademas, medi-

ciones directas de la actividad de la enzima acil-CoA:colesterol aciltransfe-
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rasa (ACAT, que cataliza la esterificacion de colesterol) indicaron que la
misma se incrementd cuando se cultivaron fibroblastos en presencia de LDL.

Estas observaciones estan de acuerdo con los resultados obtenidos en este
trabajo, en lo concerniente al incremento detectado de la hidr6lisis cuando
se inhibe la endocitosis de LDL mediada por receptor ("internalizacion") y
también con un incremento similar de la hidrolisis producida cuando se usa HDL
en lugar de LDL, a pesar de que en ambos casos la incorporacion de colesterol
resultd casi idéntica.

E1 medio de incubacidn en el que se trato el tejido glandular durante 16
hs, no fue capaz por si solo, de degradar el linoleato de |3H| colesterol uni-
do a las lipoproteinas (no se observd colesterol tritiado en los medios de in-
cubacién al finalizar las mismas) indicando que su hidrdlisis no era consecuen-
cia de la secrecion de algun producto celular.

Por otra parte, a pesar de que el mecanismo de la incorporacidén de coles-
terol, via la HDL, no se conoce completamente, parece ser diferente del camino
de la LDL y la evidencia disponible indica que el camino de la HDL esta mediado
por un receptor que es distinto del receptor para la LDL.

Los cultivos de células del tumor adrenal Y-1 de ratdn, normalmente no
metabolizan HDL; sin embargo, el hecho de qﬁe utilicen colesterol de HDL cuando
estan inhibidos los microfilamentos, puede indicar que el citoesqueleto res-

tringe, de alguna manera, la expresidn de este camino in vitro
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Estos resultados previos, concuerdan con los obtenidos en las presentes
incubaciones de |3H| t-HDL con tejido de glandula parotoide de sapo, que mues-
tran un aumento de 100% en la incorporacidon de colesterol y una disminucion
en el porcentaje de hidrolisis, cuando el experimento se ]1ev§ a cabo con el
agregado de colchicina (inhibidor del citoesqueleto), respecto al realizado
sin colchicina.

Ya que el camino de la HDL ha sido demostrado convincentemente s6lo en
roedore588 , el significado fisioldogico del Gltimo resultado no se puede ex-
plicar sobre l1a base del conocimiento presente.

Los datos anteriores combinados, 1levan a establecer que en el proceso
objeto de la presente investigacion, el colesterol usado por las glandulas
parotoides para la biosintesis de bufadien6lidos, deberia ser producido prin-
cipalmente por el higado o absorbido por el intestino, transportado por las

lipoproteinas circulantes e incorporado a la gldndula por un mecanismo mediado

por receptor.



EXPERIMENTAL

CAPITULO 6
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GENERALTDADES

Los puntos de fusion fueron determinados con un aparato Fisher-Johns y
no estan corregidos.

Los espectros de absorcion en el infrarrojo (IR) se realizaron utilizan-
do espectrofotometros Perkin-Elmer, modelo 421 o modelo 137 o modelo 710 B,
dispersando la muestra en Nujol.

1

Los espectros de resonancia magnética nuclear de H (RMN-lH) se efectua-

ron a 60 MHz con un espectrometro Varian A-60, o a 100 MHz con un espectréme-
tro Varian XL-100-15. Los espectros de resonancia magnética nuclear de 13C
(RMN-13C) se efectuaron con el equipo Varian XL-100-15 a 25,2 MHz, por el mé-
todo pulsado con transformada de Fourier, utilizando una computadora Varian
620/L-100 y una unidad de discos magnéticos Sykes 7000. E1 solvente utilizado
fue cloroformo deuterado (CI3CD) salvo en los casos en que se indique lo con-
trario. En todas las determinaciones se usé tetrametilsilano (TMS) como se-
fial de referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan en unida-
des & (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz); las sefiales
se indican en cada caso como s: singulete, d: doblete, dd: doble doblete, t:
triplete, c: cuadruplete, m: multiplete, ba: banda ancha, sa: singulete ancho.

Los espectros de masa (EM) se realizaron a 70 eV en un espectrémetro de

masa Varian-MAT CH7-A, comandado por una computadora Varian-MAT Data System
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166, con unidades de salida TRC Tektronix 4010 e impresora Tektronix 4631.
En todos los casos los espectros se realizaron por introduccion directa de
las muestras.

Las mediciones de radiactividad (3H 0 146) se llevaron a cabo en un es-
pectrometro de centelleo 1iquido Packard Tri-Carb 3003, o en un Tracor Ana-
lytic Mark III, o en un Beckman LS-100. Segin la polaridad, las muestras se
disolvieron empleando una solucion centelleadora conteniendo 4,0 g de 2,5-
difeniloxazol (PPO) y 250 mg de 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil) benceno
(dimeti1-POPOP) por litro de solucion en tolueno, o en una solucion centellea-
dora conteniendo 100 g de naftaleno, 7,0 g de PPO y 300 mg de dimetil-POPOP
por litro de solucidn en dioxano. Para muestras dispersables en agua, se rea-
1126 el agregado de 14 ml de solucidn centelleadora en diokano a la muestra

suspendida en 1 ml de agua.

25

.. . . . 1 .
Las mediciones de radiactividad de I se realizaron en un contador de

radiacion gamma Beckman Gamma 4000.
Las radiocromatografias se realizaron utilizando un radiocromatdgrafo
Packard 7201 equipado con un contador Geiger, un registrador y un integrador.
Las cromatografias en capa delgada (ccd) analiticas se realizaron utili-
zando como fase fija silicagel G (Merck) y como reveladores vapores de iodo
o solucidon acuosa de acido sulfirico al 50% con posterior calentamiento a

110°C. Para mayor resolucion se utilizaron placas cromatogrdaficas comercia-
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les de silicagel 60 F,5q sobre aluminio (Merck).

Las ccd preparativas (1-2 mm de espesor) se efectuaron utilizando sili-
cagel PF254 (Merck), observindolas luego de desarrolladas a la luz ultravio-
leta (254 nm). Para mayor resolucién, en muestras radiactivas, se utilizaron
placas cromatogrdficas comerciales de silicagel 60 Fosa (Merck) de 0,25 mm
de espesor.

Los solventes de desarrollo para ccd fueron cloruro de metileno con pro-
porciones variables de metanol (0 a 10%) y tolueno con proporciones variables
de acetato de etilo. En otros casos, se indica el solvente utilizado.

Las cromatografias en columna se realizaron utilizando como adsorbente
silicagel Davison (malla 100-200).

Las cromatografias gas-liquido (cgl) analiticas se efectuaron en un cro-
matografo gaseoso Hewlett-Packard, modelo 5830 A, con detector de ionizacién
de 1lama, equipado con columnas de vidrio de 1,80 6 1,20 m de longitud y 2
mm de didmetro interno, empacadas con fases SE-30 (3%) u OV-17 (3%), sobre
Chromosorb W-AW-DMCS, malla 60-80.

Las cromatografias gas-liquido preparativas se efectuaron en un croma-
tégrafo gaseoso Hewlett-Packard, modelo 5750, con detector de conductividad
térmica, con una unidad colectora de fracciones modelo 5797 B, equipado con
columnas metdlicas de 1,80 m de Tongitud y 3 mm de didmetro externo, empaca-

das con fase OV-17 (3%) sobre Chromosorb W-AW-DMCS, malla 60-80.
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Las cromatografias 1iquido-liquido de alta resolucidn (clar) se efectua-
ron en un cromatégrafo liquido Hewlett-Packard modelo 1084 B, equipado con
un detector de indice de refraccion (RI) modelo 79877 A, un inyector automa-
tico de volumen variable modelo 79841 A y un colector automdtico de fraccio-
nes. Se utilizaron dos columnas RP8 (para cromatografia en fase inversa) en
serie, una de 5 ym y la otra de 10 ym de tamafio de particula, de 200 mm de
longitud por 4,6 mm de diametro interno cada una. E1 solvente de desarrollo
utilizado fue acetonitrilo:agua (85:15) con un caudal de 2 ml/minuto.

Las ultracentrifugaciones se realizaron utilizando una centrifuga
Beckman L5-50.

Los homogeneizados se efectuaron utilizando un homogeneizador Ultra-
Turrax y las incubaciones se realizaron en un incubador modelo Dubnofs.

E1 cianuro de potasio marcado con 14C fue adquirido al Commisariat a 1'
Energie Atomique, Francia.

14C fue adquirido a The Radiochemical

El ioduro de metilo marcado con
Centre Ltd., Amersham, Inglaterra.
14 . 3 - . 14
E1 |1-""c| acetato de sodio, |5-°H| mevalonolactona, dcido |2-""C| meva-
16nico como sal de DBED (dibenciletilendiamina), |1,2-3H| colesterol, linolea-
3 125 . . P
to de |1,2,6,7-°H| colesterol y el |*“°I| ioduro de sodio en hidréxido de

sodio fueron adquiridos a New England Nuclear Corp., EE.UU.

Todas las drogas radiactivas comerciales se adquirieron por intermedio
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de 1a Comision Nacional de Energia Atdmica.
Los solventes fueron evaporados a presion reducida a temperaturas por

debajo de 50°C.
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3g-Acetoxi-17g-hidroxiandrost-5-en-17g-carbonitrilo (57).

Método A:

3g-Acetoxiandrost-5-en-17-ona (56) (330 mg) se suspendid en
etanol (6 ml) en un tubo de vidrio Pyrex, se le agregaron 650 mg de cianuro
de potasio (relacion KCN:esteroide = 10:1) y 1,5 ml de acido acético mante-
niéndose todo en un bafio frio (hielo y sal) y cerrandose inmediatamente el
tubo a la 1lama. La mezcla de reaccion se colocd en un horno cilindrico eléc-
trico a 80°C y se mantuvo a esa temperatura durante 45 minutos. Se volcod so-
bre una solucidon acuosa de acido clorhidrico (5 ml de HCl1 (c) en 50 ml de
agua) y se filtrdo. E1 s6lido se disolvi§ en acetato de etilo (50 ml), se lavd
con agua (3 x 50 ml) y se seco. Por evaporacion del solvente se obtuvo un sé-
lido cristalino (335 mg) que por ccd reveld ser una mezcla con un rendimiento
menor que 40% en el producto buscado.

Al intentar purificar la cianhidrina por ccd preparativa o por cromato-
grafia en columna con silicagel o alimina neutra, o por cromatografia gaseosa,
se recuperaba s6lo el material de partida por lo que se dedujo que la cianhi-
drina se descomponia perdiendo acido cianhidrico.

Método B:

Se utilizo un sistema como el de la figura 12.

En el baldn se colocaron 120 mg de 3g-acetoxiandrost-5-en-17-ona (56) y
4 ml de etanol. En el fondo del tubo se colocaron 120 mg de cianuro de pota-
sio (relacidon 5:1 con el esteroide) y en la tubuladura lateral 1 ml de acido
sulfirico (c). Se enfrid el baldén sumergiéndolo en aire liquido y se evacud
el sistema (1 torr) abriendo las 1laves A, B y C. Luego se cerrd la llave A

y se gird el tubo para poner en contacto el acido con el cianuro.
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acetato de H,S0, (¢)
— androstenolona

(56) en etanol C

“— aire liquido
_J

Figura 12: Equipo de reaccidon para la sintesis de la cianhidrina 57.
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Se calentd el tubo unos minutos y se cerrd la llave B. Por d1timo se sacd el
bano refrigerante, se dejo 1legar a temperatura ambiente con agitacién magné-
tica y se mantuvo en estas condiciones durante 2 hs.

E1 producto se aisld como en el caso anterior (método A) recuperandose
118 mg de material de partida como se comprobd por cromatografia.

Método C:

3g-Acetoxiandrost-5-en-17-ona (56) (120 mg) se suspendid en 3

ml de etanol y se agregaron 120 mg de cianuro de potasio (relacidon 5:1 con el
esteroide). La mezcla de reaccion se mantuvo a 10°C en un baldn tapado con un
tapon de latex y con buena agitacion. Se inyectd una gota de acido acético

a través del tapon. Luego de 15 minutos se agregaron 0,7 ml mas de acido acé-
tico, gota a gota a una velocidad de 6 gotas durante 1 hora y el resto duran-
te una segunda hora. Se 1levd a temperatura ambiente y se mantuvo asi 2 horas
mas.

E1 producto total se aisld como en el método A (pag. 141).

Se obtuvieron 116 mg (conversion aproximada de 90% segin ccd) de un pro-
ducto de menor Rf que el de partida en ccd, que recristalizado de etanol re-
sultd ser la cianhidrina buscada (57) con un p.f. 185-187°C (1it}o?: 195 y
203-206°C, para los dos epimeros en C-17).

IR (an™): 3300 (0-H), 2210 (CsN), 1730 (C=0, éster), 1250 (C-0, acetato).
RMN-lH: § 0,94 (s, 3H, CH3-18), 1,03 (s, 3H, CH3-19), 2,02 (s, 3H, CH3C00-),
3,12 (sa, 1H, OH), 4,60 (m, 1H, H-3), 5,40 (m, 1H, H-6).
EM, m/z(%): 297 (M - AcOH, 100), 282 (M - AcOH - CH3, 20), 270 (M - AcOH -
CNH, 22), 264 (M - AcOH - CH3 - H20, 13), 255 (M - AcOH - CH3 -
CNH, 7), 237 (M - AcOH - CH3 - H20 - CNH, 5), 213 (M - AcOH -
ChH - anillo D - H, 11).
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Método D:

Se usd el mismo método C pero con una relacion 1:1 de cianuro
de sodio a esteroide y agregando trozos de vidrio que dificultaban pero no
impedian la agitacion. Este afiadido se realizd para simular la introduccién
del cianuro de sodio marcado por ruptura de la ampolla en que se provee. Las
cantidades utilizadas fueron: 100 mg del compuesto 56, 14,7 mg de cianuro de
sodio, 4 m1 de etanol y 0,2 m] de acido acético.

Luego de aislado el producto de la reaccion, se observo un bajo rendi-
miento en la cianhidrina (20-30% por ccd).

Método E:

Se utilizd el método D pero con relacion 2:1 de cianuro de so-
dio a esteroide y agregando también los trozos de vidrio.
En este caso se determing, por ccd, que 1a conversion en cianhidrina
fue aproximadamente 60%.
Método F:
Se us6 el método D con una relacién 2,5:1 de cianuro.de sodio
a esteroide, agregando los trozos de vidrio.

Por ccd se determind que la conversion en cianhidrina fue aproximada-

mente 80%.

38-Acetoxiandrosta-5,16-dien-17-carbonitrilo (58).

Método A:
38-Acetoxi-17g-hidroxiandrost-5-en-17g-carbonitrilo (57) (14
ig) se disolvid en 0,3 ml de piridina anhidra, la solucién se enfrio a -8°C

y se adiciond 0,1 ml de cloruro de tionilo recién destilado. La reaccidn se
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mantuvo en el congelador de una heladera comin durante 21 hs. Se volcd cui-
dadosamente sobre hielo picado y se extrajo con éter etilico (2 x 30 ml); se
lavo la capa etérea con solucidn al 10% de acido clorhidrico acuoso (2 x 30
ml) y finalmente con agua hasta neutralidad de la fase acuosa; el extracto
organico se seco y se evapord el solvente.

Se obtuvieron 16 mg de un producto impuro que por ccd mostrd ser el re-
activo de partida en una proporcion mayor que 90%.

Método B:

Se usd el método A anterior, pero a temperatura ambiente duran-
te 20 hs.

E1 rendimiento de 1a reaccion fue muy bajo.
Método C:

Se ensay0 nuevamente el método A (pag.144) a dos temperaturas
distintas: a 78°C durante 1 hora y a 127°C durante 1 hora. Se comprobd en am-
bos casos, por ccd, que habia desaparecido el material de partida y se habia
formado un producto viscoso que quedaba en el origen de la siembra.

Como se sabe que el producto esperado debe tener mayor Rf que el reacti-
vo de partida, se desecharon estas dos condiciones técnicas.
Método D:

E1 compuesto 57 (102 mg) se colocd en un tubo de vidrio Pyrex
y se disolvio con 5 ml de piridina, se agregaron 0,2 ml de oxicloruro de fos-
foro y se cerrd el tubo a la 1lama. Se calentd en un horno tubular eléctrico
a 150°C durante 90 minutos con agitacion ocasional. Se rompid el tubo y se
volco el contenido sobre una solucidn de dcido clorhidrico en agua (10:40 ml).
Se extrajo con cloruro de metileno y se lavo el extracto con agua hasta neu-

tralidad de la fase acuosa. E1 extracto organico se secé y se evapord el sol-
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vente.

Se obtuvieron 94 mg de producto impuro con aproximadamente 50% del com-
puesto buscado 58 segin se observd por ccd.

E1 compuesto se purifico por ccd preparativa sobre silicagel, obtenién-
dose 50 mg del mismo.

Se recristalizo de etanol y los cristales obtenidos tenian un p.f. 204-
206°C (1it.>? : 206°c).
IR (an!): 2210 (C=N), 1745 (C=0, 8ster), 1260 (C-0, acetato).
RMN-1H: & 0,95 (s, 3H, CH3-18), 1,07 (s, 3H, CH3-19), 2,02 (s, 3H, CH3C00-).

4,60 (m, 1H, H-3), 5,40 (m, 1H, H-6), 6,60 (m, 1H, H-16).
EM, m/z(%): 279 (M - AcOH, 100), 264 (M - AcOH - CHg, 39), 105 (anillo D +
CH3-18 + CN, 27).

38,17e-Diacetoxiandrost-5-en-17g-carbonitrilo (57a).

3g-Acetoxi-17e-hidroxiandrost-5-en-17g-carbonitrilo (57) (60 mg) se di-
solvio en 4 ml de anhidrido acético y se calenté a reflujo durante 24 hs.

Por ccd se comprobd que la cianhidrina de partida habia reaccionado
completamente.

Se evapor6 el anhidrido acético a presion reducida con la ayuda de agre-
gados de etanol (5 ml cada vez), obteniéndose 65 mg de producto impuro, que
fueron purificados por ccd preparativa sobre silicagel, lograndose 34 mg de
un producto esencialmente puro (57a). Luego de recristalizado de etanol
acuoso dicho producto tenia p.f. 207-209°C (]it.103:203-206°c, para el Ac0-178)
IR (cm™1): 1745 (C=0, éster), 1720 (C=0, éster), 1245 (C-0, acetato).

RMN-lH: § 0,91 (s, 3H, CH3—18), 1,04 (s, 3H, CH3—19), 2,03 (s, 3H, CH3COO- en
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c-3), 2,10 (s, 3H, CH,C00- en C-17), 4,59 (m, 1H, H-3), 5,38 (m,

3
1H, H-6).

EM, m/z(%): 339 (M - AcOH, 100), 324 (M - AcOH - CH,, 12), 297 (M - AcOH -

3l
42(CH2C0 0 CH3+CNH), 5), 282 (M - AcOH - 42 - CHy, 5), 279 (M -

2AcOH, 10), 264 (M - 2AcOH - CH,, 12), 237 (M - 2AcOH - CH

3’
CNH, 5), 213 (M - AcOH - cad. lat. - anillo D - H, 6).

3"

3g-Hidroxipregna-5,16-dien-20-ona (59).

3g-Acetoxiandrosta-5,16-dien-17-carbonitrilo (58) (80 mg) se disolvid
en 1,5 ml de benceno anhidro y la solucion se agregd lentamente con jeringa
a través de un tapon de latex al reactivo de Grignard preparado de la si-
guiente manera: en un balon de tres bocas (una con tapon de latex, otra con
un refrigerante conectado a una corriente de nitrdogeno seco y con un cierre
de mercurio, y la tercera boca con un burbujeador para entrada de bromuro
de metilo secado a través de pasaje por hidroxido de potasio) se colocaron
750 mg de virutas de magnesio, un cristalito de iodo y 20 ml de éter etilico
anhidro; con el magnesio, el iodo y el éter en ambiente de nitrdogeno con
agitacion y enfriando externamente con hielo, se comenzd el burbujeo de
bromuro de metilo seco proveniente de un tubo que se colocOd a temperatura
ambiente (p.e. CHaBr = 4°C); luego de 2 hs de burbujeo lento se observd que
habTa reaccionado todo el magnesio; 1a reaccion fue enérgica y se observo
reflujo de éter; cuando cesd, la solucion era gris oscura y turbia; enton-
ces se 1levo a temperatura ambienfe y se inyectd el esteroide disuelto en
benceno anhidro.

La mezcla de reaccidn se calenté a reflujo por 46 hs, se enfrid a 0°C
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y se agregaron 6 ml de acido acético lentamente y luego 9 ml de agua. Se
evaporaron los solventes mas volatiles a presion reducida. Se calentd a re-
flujo durante 20 minutos y se volco sobre hielo picado. Se extrajo con clo-
ruro de metileno (3 x 30 ml); el extracto organico se lavo con agua (3 x 30
ml) y se secd. Por evaporacion del solvente se obtuvo un producto impuro
(80 mg) que ge recristalizdé de etanol dando 43 mg del producto deseado (59)
con p.f. 205-207°C (1it.°? : 216°C)

IR (cm'l): 3600-3100 (0-H), 1660 (C=0, cetona conjugada), 1590 (C=C conj.).
RMN-lH: 6§ 0,92 (s, 3H, CH3-18), 1,05 (s, 3H, CH3-19), 2,06 (s, 3H, CH3-21),

3,48 (m, 1H, H-3), 5,34 (m, 1H, H-6), 6,68 (m, 1H, H-16).

RMN_13

C: & 36,6 (C-1), 30,2 (c-2), 71,6 (C-3), 42,3 (C-4), 141,2 (C-5),
120,8 (C-6), 31,5 (C-7 6 C-8), 31,6 (C-8 & C-7), 50,4 (C-9), 37,1
(c-10), 20,7 (c-11), 34,6 (C-12), 46,0 (C-13), 56,4 (C-14), 32,2
(c-15), 155,2 (C-16), 144,2 (C-17), 15,7 (C-18), 19,3 (C-19), 196,5
(c-20), 27,1 (C-21).

EM, m/z(%): 314 (M, 100), 299 (M - CHy, 35), 296 (M - H,0, 25), 281 (M - CH,

- H,0, 32), 271 (M - CHyC0, 15), 253 (M - H,0 - CH3CO, 13), 239

(M = H)0 - CHyCO - CHy + H, 6), 229 (M - anillo A - CHy + 2H,

23), 203 (M - H20 = CHg, 32)

3g-Acetoxi-58-androstan-17-ona (61).

3g-Hidroxi-58-androstan-17-ona (60) (500 mg) se disolvido en 3ml de pi-
ridina anhidra y se agregaron 3 m] de anhidrido acético; se dejo 20 hs en
reposo y luego se volcd sobre acido clorhidrico acuoso (6 ml de HC1 (c) en

40 m1 de agua); se extrajo con cloruro de metileno (3 x 50 ml), se lavd el
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extracto organico con agua hasta pH neutro (3 x 50 m1) y se secd. Por evapo-

racion del solvente se obtuvieron 570 mg de producto puro por ccd, que re-
cristalizado de etanol tuvo un p.f. 160°C (]it.104: 161-163°C)
IR (cm!): 1740 (C=0, &ster), 1700 (C=0, cetona), 1250 (C-0, acetato).
RMN-lH: § 0,88 (s,'3H, CH3-18), 1,01 (s, 3H, CH3-19), 2,05 (s, 3H, CH3C00-),
5,10 (m, 1H, H-3)
rN-13¢: 6 30,5 (-1 6 c-4), 24,9 (C-2), 70,3 (C-3), 30,7 (C-4 & C-1), 37,3
(c-5), 26,2 (C-6), 25,0 (C-7), 35,0 (C-8 & C-10), 40,2 (C-9), 35,2
(c-10 6 c-8), 20,3 (C-11), 31,7 (C-12), 47,7 (C-13), 51,4 (C-14),
21,7 (C-15), 35,8 (C-16), 223,9 (c-17), 13,8 (Cc-18), 23,7 (C-19),
21,4 (§H3COOR), 170,2 (CH3§90R).
EM, m/z(%): 332 (M, 6), 272 (M - AcOH, 100), 257 (M - AcOH - CH3, 44), 244
(M - AcOH - 28(CO o C2H4), 20), 239 (M - AcOH - CH3 - HZO’ 6),
230 (M - AcOH - CHZCO, 6), 229 (M - AcOH - 28 - CH3, 6), 228 (M -
AcOH - CH2C0 - 2H, 4), 218 (M - AcOH - C4H6, 7), 216 (M - AcOH -
anillo D, 17), 215 (M - AcOH - anillo D - H, 17), 213 (M - AcOH -
CH3 - CHZCO - 2H, 9), 201 (M - AcOH - anillo D - CH3, 13).

38-Acetoxi-17e-hidroxi-58-androstan-17£-carbonitrilo (62).

Siguiendo la técnica que se indica en la sintesis del compuesto 57, mé-
todo F (pag.144) y utilizando en este caso 202 mg de 3g-acetoxi-5g-androstan-
17-ona. (61), 79 mg de cianuro de sodio (relacion 2,5:1 de cianuro de sodio a
esteroide) y 0,7 m1 de acido acético en 8 m1 de etanol, se obtuvieron 219 mg
de producto (mezcla epimérica en C-17) con aproximadamente 80% del compuesto

buscado (62) segiin se determind por ccd, que no fueron purificados.
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P.f.: 139-160°C (1it.7%: isémero 178 hidroxilado, 192°C; isémero 17e hidro-
xilado, 224°C).
IR (cm'l): 3350 (0-H), 2210 (C=N), 1740 (C=0, éster), 1700 (C=0, cetona).

RMN-1

H: & 0,86 (s, 3H, CH3-18), 0,99 (s, 3H, CH3-19), 2,05 (s, 3H, CH3C00-),
5,09 (m, 1H, H-}).

EM, m/z(%): 359 (M, 2), 332 (M - CNH, 6), 299 (M - AcOH, 75), 284 (M - AcOH

- CHy, 35), 272 (M - AcOH - CNH, 100), 257 (M - AcOH - CNH - CHs,

58), 244 (M - AcOH - CNH - 28(CO o C2H4), 27), 230 (M - AcOH -

CNH - CH,CO, 13), 229 (M - AcOH - CNH - 28 - CH,, 11), 228 (M -

AcOH - CNH - CH,CO - 2H, 8), 218 (M - AcOH - CNH - CqHgo 11),

216 (M - AcOH - CNH - anillo D, 30), 215 (M - AcOH - CNH - anillo

D-H, 60), 213 (M - AcOH - CNH - CH,CO - 2H, 15), 201 (M - AcOH

- CNH - anillo D - CHj, 23).

38,17e-Diacetoxi-5g-androstan-17g-carbonitrilo (62a).

Método A:
3g-Acetoxi-17g-hidroxi-5g-androstan-17g-carbonitrilo (62) (30
mg) se disolvio en 3 ml de anhidrido acético y se calentd a reflujo durante
20 hs. Se evapord el anhidrido acético a presidon reducida (con agregado de

etanol) obteniéndose 35 mg de material crudo, que se recristalizd de etanol

acuoso dando un p.f. 197-200°C (1it.la4:

RMN-IH: 6 0,89 (s, 3H, CH3-18), 0,99 (s, 3H, CH3-19), 2,05 (s, 3H, CH3C00-

199-201).

en C-3), 2,10 (s, 3H, CH3C00- en C-17), 5,10 (m, 1H, H-3).
rv-13c: s 30,5 (c-1), 25,0 (C-2), 70,5 (C-3), 30,8 (C-4), 37,2 (C-5), 25,7
(C-6), 26,2 (C-7), 35,7 (C-8), 39,4 (C-9), 34,9 (C-10), 20,7 (C-11),
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33,9 (c-12), 47,7 (C-13), 49,3 (C-14), 23,6 (C-15), 35,9 (C-16),

82,8 (C-17), 13,1 (c-18), 23,7 (C-19), 118,6 (C-20), 21,5 y 20,6

(£H3C00R), 170,4 y 168,9 (CH3QQOR).

EM, m/z(%): 341 (M - AcOH, 69), 326 (M - AcOH - CH3, 25), 299 (M - AcOH -
CNH - CHj, 18), 287 (M - AcOH - C4Hg» 9), 281 (M - 2AcOH, 7),
272 (M - AcOH - CH2C0 - CNH, 9), 257 (M - AcOH - CH,CO - CNH -
CHs, 30), 244 (M - AcOH - CH,CO - CNH - 28(C0 o CoHy)s 11), 215
(M - AcOH - cad. lat. - anillo D - H, 32), 201 (M - AcOH - cad.
lat. - anillo D - CH3, 15), 57 (C4H9, 100).
Método B:

E1 compuesto 62 (27 mg) se disolvid en 2 ml de anhidrido acéti-
co y se le agregd 0,1 g de acido p-toluensulfdnico; se calentd a reflujo du-
rante 3 hs, lapso durante el cual la mezcla de reaccidon se oscurecid mucho.

Se volcod sobre agua, se agitdo durante 15 minutos y se extrajo con clo-
ruro de metileno (2 x 30 ml); el extracto orgdnico se lavd con agua hasta
neutralidad (3 x 30 m1) y se sec6. Por ccd se observaron muchas manchas a
1o largo de toda la placa, por lo que se descarté este método.

Método C:

| Se usd el método B pero con acido clorhidrico en lugar de aci-
do p-toluensulfonico y un reflujo de 22 hs en lugar de 3 hs.

Se obtuvo el compuesto buscado 62a con rendimiento similar al del iéto-

do A.

3g-Acetoxi-58-androst-16-en-17-carbonitrilo (63).

iMétodo A:
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38-Acetoxi-17g-hidroxi-58-androstan-17g~carbonitrilo (62) (33
mg) se disolvio en 2 ml de etanol, se le agregaron 0,2 ml de acido c]orhidriQ
co (c) y se calenté a reflujo durante 1 hora.

Por ccd se comprobd que habia desaparecido la cianhidrina de partida

Iy

para dar un producto mas polar que presentaba el siguiente espectro de RMN-
6 0,85 (s, 3H, CH3-18), 0,97 (s, 3H, CH;-19), 4,10 (m, 1H, H-3).

Del espectro de RMN-IH se comprueba que no hay senal de acetato ni de
protones olefinicos; ademds los metilos 18 y 19 aparecen aproximadamente al
mismo valor de desplazamiento quimico que en el compuesto 62; todo esto indi-
ca que en el material de partida solo se habia hidrolizado el acetato en C-3
y que el hidroxilo terciario no se habia eliminado, por 1o que esta técnica
se descartd.

Método B:

E1 diacetato 62a (20 mg) se sublimd en alto vacio (0,1 torr) y
a 160°C pero el producto sublimado resultd sin variacion como se comprobd
por RMN-lH, que mostrd las dos sefiales para metilos de acetatos (& = 2,05 y
§ = 2,10).

Método C:

E1 diacetato 62a (12 mg) se traté con 50 mg de acetato de pota-
sio y 0,8 m1 de N,N-dimetilformamida calentando a 105°C durante 8 hs bajo at-
mosfera de nitrogeno 57 . S6lo se obtuvo el material de partida algo impuri-
ficado con un producto mas polar segin se observd por ccd. El RMN-lH de la
mezcla presentaba las dos sefiales de metilos (6 = 2,05 y 8§ = 2,10) de aceta-
tos diferentes.

Método D:

E1 compuesto 62 (30 ing) se disolvid en 1,5 ml de cloruro de
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metileno y se le agregd una solucion de 0,05 m1 de tribromuro de fésforo en

0,5 m1 de cloruro de metileno. Se dejo a temperatura ambiente durante 15 ns.
Se observo por ccd la aparicion de varias manchas, entre ellas la del

material de partida, pero ninguna coincidente con la del producto buscado.
Método E:

E1 compuesto 62 (103 mg) se disolvié en 2 ml de piridina, se
agregd 0,1 ml de oxicloruro de fosforo y la mezcla se calent6 en un tubo ce-
rrado a 150°C durante 30 minutos. Se volco luego sobre acido clorhidrico
acuoso (4 ml de HC1(c) en 30 ml de agua) y se extrajo con cloruro de metile-
no (2 x 40 m1). E1 extracto se lavé con agua hasta neutralidad y se secd.

Por evaporacion del solvente se obtuvo un residuo (94 mg) que por ccd
mostraba una mancha importante del producto deshidratado deseado 63. Se pu-
rifico dicho residuo por ccd preparativa de silicagel, aislandose 56 mg

(aproximadamente 60% de rendimiento) de producto 63, que recristalizado de

etanol tenia un p.f. 196-200°C (1it.104: 198-203°C).

IR (an™}): 2195 (C=N), 1730 (C=0, &ster), 1240 (C-0, acetato).

RMN-1H: & 0,91 (s, 3H, CH3-18), 1,01 (s, 3H, CH3-19), 2,03 (s, 3H, CH4C00-),

5,06 (m, 1H, H-3), 6,56 (dd, J=2 y J=3,5, 1H, H-16).

c: ¢ 30,6 (C-1), 25,0 (C-2), 70,4 (C-3), 30,6 (C-4), 37,3 (C-5), 26,1
(c-6), 26,3 (C-7), 35,1 (C-8), 40,4 (C-9), 35,1 (c-10), 20,8 (C-11),
32,8 (c-12), 48,3 (C-13), 56,0 (C-14), 35,1 (C-15), 147,0 (C-16),
127,5 (c-17), 16,30 (c-18), 23,7 (C-19), ~120 (C-20, enmascarado
con fondo), 21,4-(§ﬁ3C00R), 170,4 (CH3§90R).

EM, m/z(%): 341 (M, 1), 281 (M - AcOH, 89), 266 (M - AcOH - CHj, 96), 240

(M - AcOH - CH3 - CN, 14), 239 (M - AcOH - CHy - CNH, 15), 227
(M - ACOH - C4H6, 26), 212 (M - AcOH - C4H6 - CH3, 58), 105 (100).

RMN-13
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3g-Hidroxi-58-pregn-16-en-20-ona (64).

Se empled la técnica utilizada para obtener 3g-hidroxipregna-5,16-dien-
20-ona (59). Se partidé de 58 mg del compuesto 63 disueltos en 1,5 ml de ben-
ceno anhidro que se inyectaron al balon con el bromuro de metilmagnesio en
éter etilico preparado como se indicé en dicha fécnica (pag.147).

Se obtuvo un producto impuro que se cromatografié en columna de silica-
gel eluyendo con cloruro de metileno, para dar 47 mg (aproximadamente 80%)
del producto deseado (64), que se recristalizo de etanol acuoso.

P.f.: 181-184°C (1it.105: 188-190°C).
IR (am!): 3400 (0-H), 1670 (C=0, cetona conj.), 1590 (C=C, conj.).
RMN-1H: & 0,88 (s, 3H, CH;-18), 1,00 (s, 3H, CH3-19), 2,03 (s, 3H, CHj-21),
4,07 (m, 1H, H-3), 6,62 (dd, J=1 y d=1,5, 1H, H-16).
rv-13c: 6 29,8 (c-1), 27,8 (C-2), 67,0 (C-3), 33,5 (C-4), 36,6 (C-5), 26,3
(c-6), 26,7 (C-7), 35,3 (c-8), 40,3 (C-9), 35,0 (C-10), 20,9 (C-11),
34,0 (C-12), 46,4 (C-13), 56,6 (C-14), 32,2 (C-15), 155,4 (C-16),
144,3 (C-17), 15,9 (c-18), 23,8 (C-19), 196,6 (C-20), 27,1 (C-21).
EM, m/z(%): 316 (M, 88), 301 (M - CHs, 19), 283 (M - CHy - H,0, 31), 273 (M
- CH4C0, 72), 255 (M - CH3CO - H,0, 39), 201 (M- H,0 - CH3CO -
anillo D - CH3, 7), 43 (CH3C0, 100).

3g-Hidroxi-58-pregnan-20-ona (€5).

E1 compuesto 64 (25 mg) se disolvid en 10 ml de acetato de etilo y se
hidrogeno con paladio 10% sobre carbon por 12 hs a temperatura ambiente y

presidn atmosférica. Se filtrd para eliminar el catalizador y se lavd éste
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con acetato de etilo.

Por evaporacion del soivente se obtuvieron 25 mg de producto esencial-
mente purc por ccd, que se recristalizd de etanol acuoso, dando un p.f. 141,5
-144°¢ (1it.106: 149°C).
iR (em™): 3250 (0-H), 1700 (C<0).

RUN-TH: & 0,62 (s, 3H, CH3-18), 0,97 (s, 3H, CH3-19), 2,11 (s, 3H, CHy-21),
4,13 (m, 1H, H-3).

%::6 30,0 (c-1), 27,9 (c-2), 66,9 (C-3), 33,5 (C-4), 36,4 (C-5), 26,0

R L
(c-6), 26,3 (C-7), 35,7 (c-8), 39,8 (C-9), 35,7 (C-10), 21,0 (C-11),
39,3 (C-12), 44,4 (C-13), 56,8 (C-14), 24,5 (C-15), 22,9 (C-18), 64,0
(c-17), 13,5 (c-18), 23,9 (C-19), 209,6 (C-20), 31,5 (C-21).
EM, m/z(%): 318 (M, 57), 303 (M - CHy, 24), 300 (M - H,0, 94), 285 (M - H,0 -
CHgy 30), 275 (M - CHyCO, 5), 260 (M - CHy - CH,CO, 12), 257 (M -
Hy0 - CHCO, 21), 242 (M - Hy0 - CHy - CH3CO, 11), 233 (M - CH4CO
- anillo D - H, 26), 215 (M - H,0 - CHyCO - anillo D - H, 62),

201 (M - H,0 - CH,C0 - anillo D - CHj, 9), 43 (CH3C0, 100).

120-14¢| 38-Acetoxi-17¢-hidroxi-58-androstan-17e-carbonitrilo (66).

Se usé la técnica indicada para la sintesis del compuesto inactivo 57,
método F (pdg. 144). En este caso se usaron 200 mg de 3g-acetoxi-5g-andros-
tan-17-ona (61), una mezcla de 99 mg de cianuro de potasio y 1,06 ﬁg de
|14C| cianuro de potasio (1 mCi) y 0,7 ml de dcido acético en 3 ml de etanol.

Se obtuvieron 198 mg de producto con propiedades fisicas (IR, EM) idén-
ticas a aquéllas del producto no marcado (62) y con una actividad especifica

de 0,65 mCi/mmol.
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120-1%C| 3p-Acetoxi-58-androst-16-en-17-carbonitrilo (67).

Se utiliz6 la técnica descripta para la sfntesis del compuesto 63, méto-
do E (pdg. 153). E1 compuesto 66 (190 mg) se disolvi6 en 4 ml de piridina
anhidra; se trat6é con 0,2 ml de oxicloruro de fosforo y 1a mezcla se calentd
en tubo cerrado a 150°C durante 30 minutos. E1 producto se éxtrajo de la ma-
nera indicada en la técnica mencionada.

Se obtuvo un residuo de 187 mg que se purificd a través de una columna
con silicagel, dando el producto buscado (67) (164 mg) con propiedades ffisi-
cas (IR, EM) idénticas a aquéllas de una muestra no marcada (63) y con una

actividad especifica de 0,66 mCi/mmol.

120-14¢| 3p-Hidroxi-58-pregn-16-en-20-ona (68).

Siguiendo la técnica utilizada para obtener el compuesto inactive 59,
se prepard una solucibn de ioduro de metilmagnesio a partir de 1,5 g de mag-
nesio, 0,1 mg de iodo y 4,4 ml de ioduro de metilo en 25 ml de éter etflico
anhidro. A esa solucidn se le afadieron 158 mg del compuesto 67 disueltos en
3 ml de benceno. La mezcla se reflujé durante 48 hs y el producto se extrajo
como se indic6 en la técnica antes mencionada (pag. 147). El residuo obteni-
do se purific6 por una columna de silicagel eluyendo con benceno y benceno-
acetato de etilo (95:5 y 90:10). Se obtuvo el producto 68 puro, de p.f. 170-
173°C que resultd indistinguible por IR y por EM de una muestra auténtica de

64 y con una actividad especifica de 0,66 mCi/mmol,
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|20-14Q173B-Hidroxi-szprggnan-ZO-ona (69).

E1 compuesto 68 (93,5 mg) se disolvid en 20 m1 de acetato de etilo y se
hidrogend con la técnica utilizada para el producto 65 (pag. 154).

Se obtuvieron asi 93 mg del producto buscado 69 que se recristalizaron
de etanol acuoso. Dicho producto era homogéneo por ccd y tenia p.f. 141-144°C
con propiedades fisicas (IR, EM) idénticas a aquéllas de una muestra no mar-

cada (65) y con una actividad especifica de 0,65 mCi/mmo]l.

38,21-Diacetoxipregn-5-en-20-ona (70).

A 1,000 g de 3g-acetoxipregn-5-en-20-ona (75) (acetato de pregnenolona)
se le agregd una solucién de 4,000 g de tetraacetato de plomo en 45 ml de
benceno, 3 ml de metanol y 8 ml de eterato de trifluoruro de boro. E1 baldn
con la mezcla de reaccifn se mantuvo cerrado durante 17 hs a temperatura am-
biente y con agitacién. Se volcd el contenido sobre 100 ml de agua, se extra-
jo con benceno (3 x 40 ml), el extracto orgdnico se lavé con agua y se secd.

Por evaporacién del solvente se obtuvo un residuo (1,180 g) con una
conversidn en 70 de aproximadamente 90% segiin se observd por ccd.

Se recristaliz6 de etanol, obteniéndose 800 mg del producto 70 con p.f.
151-155°C (1it.107 : 165-167°C).

IR (cm‘l): 1750 (C=0, éster), 1720 (C=0, cetona), 1250 (C-0, acetato), 1245
(C-0, acetato).

1

RMN-"H: 6 0,68 (s, 3H, CH3-18), 1,03 (s, 3H, CH,-19), 2,04 (s, 3H, CH,CO0- en

3 3
C-3), 2,17 (s, 3H, CH3C00- en C-21), 4,60 (m, 1H, H-3), 4,52 (d, J=

16, 1H, H-21), 4,75 (d, J=16, 1H, H-21), 5,28 (m, 1H, H-6).
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rv-13c: s 38,0 (C-1), 27,7 (c-2), 73,7 (C-3), 38,5 (C-4), 139,5 (C-5), 122,0
(C-6), 31,7 (C-7 6 C-8), 31,8 (C-8 & C-7), 49,8 (C-9), 37,0 (C-10),
20,5 (C-11), 36,6 (C-12), 44,6 (C-13), 56,9 (C-14), 24,6 (C-15),
22,9 (C-16), 59,2 (C-17), 13,1 (C-18), 19,3 (C-19), 203,4 (C-20),
69,1 (C-21), 21,4 y 21,0 (CH3CO0R), 170,2 y 170,0 (CHCOOR).
EM, m/z(%): 416 (M, 1), 356 (M - AcOH, 100), 341 (M - AcOH - CHy, 9), 262 (M
- ACOH - CH,0COCH; + H, 17), 255 (M - AcOH - cad. lat., 56).

38,21-Dihidroxipregn-5-en-20-ona (71).

E1 compuesto 70 (700 mg) se disolvié en 50 ml de etanol caliente y se
agregb 0,1 ml de dcido sulfirico (c). Se calentd a reflujo durante 16 hs y se
volcd sobre 150 ml de agua. Se extrajo con &ter etilico (2 x 50 ml), el ex-
tracto se lavd con agua (3 x 50 ml) y se secé.

Por evaporacién del solvente se obtuvieron 551 mg de residuo, que luego
de dos recristalizaciones con etanol produjeron 470 mg de producto 71 puro
por ccd, con p.f. 165-167°C (]it.108 : 155-160°C).

IR (an~l): 3500-3200 (0-H), 1710 (C=0).

RMN-1H (CI3CD + MeOD, TMS): &§ 0,66 (s, 3H, CH3-18), 1,00 (s, 3H, CH3-19).
3,40 (m, 1H, H-3), 4,16 (s, 2H, CH2-21), 5,28 (m, 1H, H-6).

rRMN-13¢ (C15CD + MeOD, T™MS): & 38,5 (C-1), 31,3 (C-2), 71,4 (C-3), 42,0 (C-4),
140,7 (C-5), 121,1 (c-6), 31,8 (C-7 6 C-8), 32,0 (C-8 6 C-7), 49,9
(c-9), 37,2 (c-10), 21,0 (C-11), 36,5 (C-12), 44,7 (C-13), 56,9 (C-
14), 24,6 (C-15), 22,9 (C-16), 59,2 (c-17), 13,3 (C-18), 19,4 (C-19),
210,1 (c-20), 69,2 (C-21).

EM, m/z(%): 332 (M, 39), 314 (M - HZO’ 5), 301 (M - CHZOH, 81), 273 (M - cad.



159

lat., 11), 255 (M - H20 - cad. lat., 84), 213 (M - H20 - cad.
lat. - anillo D - H, 12), 84 (100).

Acido 3g-hidroxiandrost-5-en-17g8-carboxilico (72).

E1 compuesto 71 (200 mg) se disolvié en 20 ml de metanol y se agregd
una solucidon de 800 mg de periodato de sodio en 8 ml de agua. La solucidn,
dejada a temperatura ambiente con agitacibn, se enturbid en menos de 5 minu-
tos y luego aparecié un precipitado. Se dejo 2 hs eﬁ total, luego se volc6
sobre 50 ml de agua, se extrajo con cloruro de metileno (3 x 50 m1), el ex-
tracto se lavd con agua (2 x 50 ml1) y se secd.

Evaporando el solvente se obtuvieron 170 ing de producto 72 que demostra-
ron ser homogéneos por ccd. Se recristalizé de etanol obteniéndose un p.f.
269-271,5°C (1it.109 : 270-275°C).

IR (cm'l): 3500-2600 (0-H, acido), 1710 (C=0, acido dimero).
RMN-1H (piridina-d5, TMS): & 0,94 (s, 3H, CHy-18), 1,04 (s, 3H, CHy-19), 3,84
(m, 1H, H-3), 5,42 (m, 1H, H-6).
RMN-13C (C1,CD + MeOD, TMS): & 38,3 (C-1), 31,3 (C-2), 71,4 (C-3), 42,0 (C-4),
141,0 (C-5), 121,3 (c-6), 32,0 (Cc-7 6 c-8), 32,2 (C-8 6 C-7), 50,3
(c-9), 37,5 (c-10), 21,1 (C-11), 36,7 (C-12), 43,9 (C-13), 56,4 (C-
14), 24,7 (C-15), 23,8 (C-16), 55,3 (C-17), 13,2 (C-18), 19,5 (C-19),
176,7 (C-20).
EM, m/z(%): 318 (M, 100), 303 (M - CH3, 20), 300 (M - H20, 93), 285 (i - H20
- CH3, 97), 261 (M - CHCOOH + H, 12), 258 (M - CH3 - COOH, 14),
233 (M - COOH - anillo D + H, 80), 213 (M - H20 - COOH - anillo
D - H, 12).
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Anhidrido mixto acético y 38-acetoxiandrost-5-en-17g-carboxilico (72a).

E1 compuesto 72 (50 mg) se suspendid en 5 ml de anhidrido acético, se
agregaron 2 gotas de dcido clorhidrico (c) y se calentd a reflujo durante 1
hora. Se volco sobre 50 ml de agua, se agitd 10 minutos y se extrajo con clo-
ruro de metileno (2 x 30 ml1). E1 extracto organico se lavé con agua (3 x 30
mi), se secé y se evapord el solvente.

Por ccd del residuo se observé mas que 95% de conversidn en un producto
menos polar que el de partida, que se recristalizd de benceno-éter de petro-
leo dando p.f. 253-254°C.

IR (cm'l): 1805 y 1750 (C=0, anhidrido), 1735 (C=0, éster), 1250 (C-0, ace-
tato).

EM, m/z(%): 343 (M - AcO, 66), 342 (M - AcOH, 99), 327 (M - AcOH - CH3, 22),
300 (M - AcO - CH,CO, 24), 299 (M - AcOH - CH,;C0, 17), 285 (M -
AcO - CH3CO - CH3, 21), 255 (M - AcOH - cad. lat., 17), 254 (M -
AcOH - cad. lat. - H, 20), 239 (M - AcOH - cad. lat. - H - CH3,

18), 43 (CH;C0, 100).

Acido 3g-acetoxiandrost-5-en-17g-carboxilico (73).

Método A:
E1 anhidrido mixto 72a (30 mg) se suspendi§ en 2 ml de piridi-
nay 2 ml de agua y se calenté a 90°C por 3 hs.
Por ccd se determind que el reactivo de partida no se habia modificédo.
Método B:

E1 &cido 72 (100 mg) se disolvié en 1 ml de piridina, se agre-
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g6 1 ml de anhidrido acético y se dejé en oscuridad durante 20 hs a tempera-
tura ambiente. Se volcd sobre 10 ml de dcido clorhidrico diluido (2 il de HC)
(c) en 8 m1 de agua), se agitd 10 minutos y se extrajo con cloruro de metile-
no (3 x 20 m1). E1 extracto se lavd con agua (4 x 30 ml), se secd y por eva-
poracidon del solvente se obtuvo un residuo que mostrd por ccd dos manchas de
menor polaridad que el compuesto de partida 72. Como la acetilacibn deberfa
dar un producto fundamentalmente, se desech6 esta técnica.
Método C:
Se us6 1a misma técnica que en el método B, pero menor cantidad
(0,2 ml) de anhidrido acético. E1 resultado fue el mismo: dos productos menos
polares que el de partida.
Método D:
Se usO la misma técnica pero con 0,1 ml de anhidrido acético.
E1 resultado fue similar, pero en este caso habia ademds un producto minori-
tario de igual Rf que el de partida, indicando una reaccidn incoinpleta.
Método E:
Se repitié la técnica B, pero con los siguientes reactivos: 0,5
ml de piridina, 0,5 ml de dcido acético y 0,5 ml de anhidrido acético. E1 re-
sultado obtenido fue semejante al de los ensayos B y C.
Método F:
E1 compuesto 72 (100 mg) se disolvié en 10 ml de acido acético
caliente y se mantuvo a reflujo durante 72 hs.
Se volcd sobre agua (50 ml1), se extrajo con cloruro de metileno (2 x 30
ml), el extracto se lavd con agua (4 x 30 m1) y se secd.
E1 producto obtenido por evaporacidén del solvente resultd ser el com-
puesto 73 puro por ccd, que se recristaliz6 de etanol dando un p.f. 248-250°C

(1it.219: 241-242°¢).
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IR (cm'l): 3300-2400 (0-H, &cido), 1735 (C=0, éster), 1710 (C=0, acido dime-
ro), 1260 (C-0, acetato).

RMN-1

H: § 0,76 (s, 3H, CHy-18), 1,04 (s, 3H, CH3-19), 2,05 (s, 3H, CH3C00-),
4,68 (m, 1H, H-3), 5,45 (m, 1H, H-6), 9,90 (ba, 1H, COOH).

riN-13¢ (C15CD + MeOD, TMS): & 38,0 (C-1), 27,7 (C-2), 74,0 (C-3), 38,0 (C-4),
139,5 (c-5), 122,1 (C-6), 31,8 (C-7 & C-8), 32,0 (C-8 & C-7), 50,0
(c-9), 37,0 (C-10), 20,9 (C-11), 36,6 (C-12), 43,8 (C-13), 56,1 (C-
14), 24,5 (C-15), 23,5 (C-16), 55,0 (C-17), 13,0 (C-18), 19,3 (C-19),
177,3 (C-20), 21,3 (CH,CO0R), 170,7 (CH,COOR).

EM, m/z(%): 300 (M - AcOH, 100), 285 (M - AcOH - CHy, 31), 213 (M - AcOH -

COOH - anillo D - H, 4).

Cloruro de 3g-acetoxiandrost-5-en-17g-carboxililo (74).

E1 compuesto 73 (180 mg) se suspendi6 en 2 ml de benceno anhidro y se le
agregd una solucidén de 1 ml de cloruro de oxalilo en 2 ml de benceno anhidro.

Se dejo en reposo, tapado y a temperatura ambiente durante 2 hs. Se eva-
pord a sequedad a presion reducida y se completd el secado utilizando alto
vacio.

E1 producto asi obtenido (74) se utilizé sin posterior purificacién.
IR (am™1): 1795 (=0, cloruro de &cido), 1735 (C=0, &ster), 1250 (C-0, ace-

tato).

RMN-1

H: & 0,74 (s, 3H, CHy3-18), 0,97 (s, 3H, CH3-19), 1,97 (s, 3H, CHC00-),
2,81 (t, J=9, 1H, H-17), 4,55 (m, 1H, H-3), 5,30 (m, 1H, H-6).
EM, m/z(%): 320 y 318 (M - AcOH, 34 y 100), 305 y 303 (M - AcOH - CHj, 7 y

21), 267 (M - ACOH - CHy - HC1, 9), 255 (M - AcOH - COC1, 10),



163

254 (M - AcOH - COC1 - H, 9), 239 (M - AcOH - CH3 - COC1 - H,
10).

3g-Acetoxipregn-5-en-20-ona (75). (Acetato de pregnenolona).

Método A:

a) Preparacion del ioduro de metilmagnesio.

En un tubo de 20 cm de largo por 10 mm de didmetro con un esmeril macho
§ 14/26, se colocaron 15 mg de magnesio previamente desengrasados con éter y
se agregd una barrita magnética. Se secd en estufa a 110°C durante 1 hr y se
tap6 el tubo con un tapon de 1dtex. Se hizo vacfo dentro del tubo a través
de una aguja inyectada en el tapdn. Una vez retirada la aguja, se inyectd 1
ml de éter etilico anhidro y luego 33 ul de ioduro de metilo (previamente se-
cado por pasaje a través de una columna de alimina neutra de 30 cm de largo).

Se mantuvo con agitacifn y a temperatura ambiente 1 hora durante la cual
se consumid la mayor parte del magnesio, resultando una solucidn turbia de
color gris claro.

b) Preparaci6n del dimetilcadmio-

En un balébn se colocaron 220 mg de cloruro de cadmio anhidro y una ba-
rrita magnética. Se tapd con un tapon de ldtex, se hizo vacio dentro del ba-
10n y se agregd 1 ml de éter etilico anhidro.

Al tubo que contenia la solucidn de ioduro de metilmagnesio se le inyec-
t6 nitrdgeno seco y se extrajo la solucidn con jeringa, para inyectarla in-
mediatamente en el baldn con cloruro de cadmio. La mezcla de reaccidn se de-
jo durante 2 hs a temperatura ambiente para completar la formacidon de dime-

tilcadmio.
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¢) Reacci6n del dimetilcadmio con el cloruro de 3g-acetoxian-
drost-5-en-178-carboxililo (74).

A l1a solucion de dimetilcadmio que contenia cloruro de cadmio en exceso
sin disolver, se le inyectd éter etflico anhidro (2 m1) y luego una solucién
bencénica del cloruro de dcido 74 (189 mg en 1 ml de benceno anhidro).

Se mantuvo la reacci6bn a temperatura ambiente con agitacion durante 18
hs y luego se calentd cuidadosamente a 50°C durante 1 hora.

Se volcd sobre 20 ml de dcido clorhidrico acuoso (1:10) y se extrajo
con cloruro de metileno (2 x 30 ml); el extracto se lavé con agua (2 x 30 ml)
y se secd.

Por evaporacion del solvente se obtuvo un residuo que contenia aproxi-
madamente 40-50% del producto buscado (75) seglin se determiné por ccd. Se
cromatografié en columna de silicagel obteniéndose el producto 75 puro (67
mg).

P.f. 147-149°C (etanol) (lit.lllz 146-148°C).
IR (cm™!): 1735 (C=0, &ster), 1705 (C=0, cetona), 1240 (C-0, acetato).

RMN-1

H: 6 0,64 (s, 3H, CH3—18),-1,03 (s, 3H, CH3-19), 2,03 (s, 3H, CH3C00—),
2,14 (s, 3H, CH3-21), 4,60 (m, 1H, H-3), 5,42 (m, 1H, H-6).
EM, m/z(%): 299 (M - AcO, 54), 298 (M - AcOH, 100), 283 (M - AcOH - CH3, 30),

255 (M - AcOH - COCH,, 13), 213 (M - AcOH - COCH, - anillo D -

3
H, 20).
Pureza por cgl: mayor que 99,6% (columna rellena con fase OV-17 3%).
Método B:
a) Preparacién del ioduro de metilmagnesio.

Se hizo utilizando la misma técnica y 1a misma cantidad de cada uno de

los reactivos que en el método A,a (pdg. anterior).
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b) Preparacibn del ioduro manganoso anhidro.

En un baldn se colocaron 550 mg de manganeso en polvo, 2,54 g de iodo,
se tapd con un tapdn de ldtex, se hizo vacio a través del tapdn, se inyecta-
ron 10 ml de éter etilico anhidro y se dejo a temperatura ambiente durante
una noche; la reaccidn fue exotérmica inicialmente y se observd desaparicidn
del color metdlico del manganeso y aparicifn de una sal rosada. Se inyectd
nitrégeno seco, se extrajo el éter con jeringa, se secd utilizando vacio y
se guardd seco, al vacio y en oscuridad.

c) Preparacibn del ioduro de metilmanganeso.

Se inyectd el reactivo de Grignard, preparado en a), a una suspensidn
de ioduro manganoso (170 mg) en 2 ml de &ter etilico anhidro, contenida en
un baldn tapado con tapon de latex y previamente evacuado. Se agitd con una
barrita magnética a temperatura ambiente durante 2 hs y se inyectaron 2 ml
de éter etilico anhidro para diluir el ioduro de metilmanganeso formado.

d) Reaccidn del ioduro de metilmanganeso con el cloruro de
acido 74.

A 1a solucifn de ioduro de metilmanganeso recién preparada segin c), se
le inyectd una soluci6n del cloruro de dcido 74 (190 mg) en 2 m1 de benceno
anhidro.

Se mantuvo la reaccidn a temperatura ambiente durante 18 hs. Se volcé
sobre 20 ml de acido clorhidrico acuoso (1:10) y se extrajo como en la téc-
nica A,c (pdg. anterior).

E1 residuo aislado mostrd por ccd muy baja conversidon en el compuesto
buscado (75).

Método C:

Utilizando un tubo de 20 cm de largo por 10 mm de didmetro,
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con esmeril macho ¥ 14/26, un adaptador de esmeril 14/26 a 10/30 y un tubo
Kitasato de aproximadamente 10 ml de capacidad, con esmeril hembra § 10/30,

se disefi6 un equipo de reaccion como se indica en la figura 13a.

() h'

27,

Figura 13: Equipo de reaccidn utilizado para la sintesis de las metilcetonas

75, 77 y 85 a partir de los correspondientes cloruros de acidos.
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a) Preparacidn del ioduro de metilmagnesio.

Se colocO magnesio (15 mg), desengrasado con éter etilico, en el fondo
del tubo Kitasato y se secaron los componentes del equipo de reaccidn en es-
tufa a 110°C durante 1 hora.

Se siliconaron los esmeriles y se armbé el eguipo de reaccifn.

Se efectud vacio a través del tapbn de latex y luego se inyectd una so-
luci6n de 35 ul de ioduro de metilo (secado sobre pentéxido de fésforo) en
1 ml de éter etilico anhidro (destilado sobre sodio y sobre hidruro de alu-
minio y 1itio en el momento de usarse).

Se mantuvo con agitaci6n a temperatura ambiente durante 30 minutos, ob-
servandose el consumo de casi todo el magnesio.

b) Preparacibn del dimetilcadmio.

Se destapd el tubo Kitasato empleado en a), por la parte superior en un
ambiente de nitrégeno anhidro, se agregd rapidamente cloruro de cadmio anhi-
dro (220 mg, molidos y secados a 110°C durante 1 dia) a través de un embudo
pequefio con esmeril ¥ 10/30, se tapd nuevamente con un tapon de vidrio sili-
conado y se dejo 2 hs a temperatura ambiente con agitacién.

c) Reaccibn del dimetilcadmio con el cloruro de 3g-acetoxian-
drost-5-en-178-carboxililo (74).

A la solucion de dimetilcadmio en éter, se le inyectd a través del ta-
pon de l1atex (de la salida lateral del tubo Kitasato) una solucidn del com-
puesto Zﬂ_(lQO mg) en 2 ml de benceno anhidro.

Se mantuvo la suspensidn a temperatura ambiente con agitacion durante
18 hs y luego se calentd cuidadosamente a 50°C durante otra hora.

Se agregd acido clorhidrico (c) (0,5 ml) gota a gota, enfriando y luego

se agregd agua (2 ml). Se extrajo con cloruro de metileno (2 x 20 ml), se
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lavd la fase organica con agua (2 x 20 ml1) hasta neutralidad al papel indi-
cador, se sec6 con sulfato de magnesio anhidro y se evapord a sequedad.

E1 residuo obtenido (158,5 mg) contenia aproximadamente 50% del produc-
to buscado (75) como se observé por ccd, estando el resto constituido funda-
mentalmente por otro producto mds polar no identificado.

Dicho residuo impuro se cromatografié en columna de silicagel obtenién-
dose el compuesto 75 puro (70 mg).

Los datos de p.f. y caracteristicas espectroscdpicas fueron coinciden-
tes con los obtenidos para el mismo compuesto, sintetizado por el método A

(pag. 163).

Colesta-5,20(22)-dien-38-01 (76).

a) Preparaci6n del bromuro de isohexilo.

En un balén se colocé dcido bromhidrico 48% p/p (5,6 m1) con dcido sul-
farico (c) (1,4 m1), se afiadié isohexanol (5 ml) y por dG1timo se afadid mas
acido sulfirico (c¢) (1,1 ml) lentamente y con agitacidn.

Se calentd a reflujo durante 6 hs y se destild. Se separd la capa orga-
nica inmiscible con agua, se lavy primero con agua (5 ml), luego con acido
sulfidrico (c) (2 m1) y finalmente con una solucion de carbonato de sodio
acuoso al 10% (5 ml1). Se sec6 durante 12 hs con una pequefia cantidad de clo-
ruro de calcio anhidro (1%) y se destilé sobre pentdxido de fosforo, obte-
niéndose bromuro de isohexilo puro (4 ml).

P.e.: 145-147°C (lit.llzz 147-148°C),
IR (cm-l) en film: 2900 (C-H), 1475 (C-H), 1390 y 1370 (C-H, isopropilo).
RMN-IH: § 0,91 (d, J=5,5, 6H,(Cﬂa)2CH), 3,34 (t, J=7, 2H, CHZBr).
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b) Preparacidn del bromuro de isohexilmagnesio.

Bromuro de isohexilo (0,5 ml) se afadi6 a una suspensifn de magnesio
(100 mg) en éter etilico anhidro (15 m1) en ambiente de nitr6geno seco.

Se calentd a ebullicidon y se mantuvo asf, con agitacidn, durante 2 hs.
Se observ6 la consumicidn de la mayor parte del magnesio y la formacién de
una solucion gris.

c) Reaccidn del bromuro de isohexilmagnesio con acetato de pregnenolona
(75).

3B-Acetoxipregn-5-en-20-ona (acetato de pregnenolona (75), 100 mg) se
disolvié en benceno anhidro (2 ml) y se inyecté a 1a solucidn de Grignard
preparada en b). Se formd inmediatamente una suspensifn que se mantuvo a re-
flujo por 12 hs.

Se agregb acido clorhidrico (c) (1,5 ml) gota a gota, enfriando y lue-
go se anadié agua (20 m1). Se extrajo con cloruro de metileno (3 x 20 ml),
lavd con agua hasta neutralidad (2 x 20 ml), secd con sulfato de magnesio
anhidro y evapord a sequedad.

E1 residuo crudo consistia de por 1o menos 4 productos, todos mas pola-
res que el acetato de pregnenolona (75), segiin se establecid por ccd. El1 me-
nos polar y mayoritario de los 4, se separd por columna de silicagel y se
obtuvieron 52 mg, homogéneos por ccd, del producto buscado (76), el que por
-13C demostrd ser fundamentalmente el isomero E. Se recristalizd de eta-
nol dando p.f. 98-103°C (1it.'%%: 135-138°C).

IR (em™1): 1730 (=0, &ster), 1240 (C-0, acetato).
1

RMN

RMN-"H: & 0,55 (s, 3H, CH3-18), 0,89 (d, J=7, 6H, CH3-26 y CH3-27), 1,01 (s,
3H, CH3—19). 1,62 (s, 3H, CH3-21), 3,50 (m, 1H, H-3), 5,12 (ta, J=7,

1H, H-22), 5,30 (m, 1H, H-6).
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RMN_13

c. § 37,3 (C-1), 31,7 (c-2 6 C-7 6 C-8), 71,7 (C-3), 42,3 (C-4), 140,7
(C-5), 121,5 (c-6), 31,9 (C-7 6 C-8 6 C-2), 32,2 (C-8 6 C-7 6 C-2),
50,4 (C-9), 36,6 (C-10), 21,1 (C-11), 39,2 (C-12), 43,4 (C-13), 56,2
(c-14), 24,3 (C-15), 27,7 (C-16), 58,9 (C-17), 12,9 (C-18), 19,4 (C-
19), 133,8 (C-20), 17,82 (C-21), 125,7 (C-22), 24,7 (C-23), 38,7 (C-
24), 27,9 (C-25), 22,6 (C-26), 22,6 (C-27).

EM, m/z(%): 384 (M, 95), 369 (M - CH3, 40), 366 (M - HZO' 20), 351 (M - CH3

- H20, 50), 299 (M - H20 - C5H7, 50), 273 (M - cad. lat., 10),

271 (M - cad. lat. - 2H, 100), 258 (M - HZO - C8H12, 40), 253 (M

- Hy0 - cad. lat. - 2H, 60), 231 (M - cad. lat. - anillo D - H,

20), 229 (M - H20 - cad. lat. - C,H, + H, 30), 213 (M - H

23 0 -

2
cad. lat. - anillo D - H, 30).

3g-Acetoxi-58-pregnan-20-ona (77).

38-Hidroxi-5g~-pregnan-20-ona (65) (1,000 g) se acetilé en las condicio-
nes usadas para obtener el compuesto 61 (pag. 148).
Se obtuvieron 1,126 g de producto 77 puro por ccd, que se recristaliza-
ron de etanol, para dar un p.f. 117-120°C (1it.7?¢: 121°¢).
IR (cm'l): 1735 (C=0, éster), 1700 (C=0, cetona), 1260 (C-0, acetato).
RMN-IH: § 0,62 (s, 3H, CH3-18), 0,98 (s, 3H, CH3-19), 2,05 (s, 3H, CH3C00-),
2,12 (s, 3H, CH3-21), 5,10 (m, 1H, H-3).
rRan-13c: 6 30,4 (c-1), 24,8 (C-2), 70,3 (C-3), 30,6 (C-4), 37,1 (C-5), 26,0
(c-6), 26,3 (c-7), 35,5 (Cc-8), 39,7 (C-9), 34,7 (C-10), 20,9 (C-11),
39,1 (c-12), 44,1 (C-13), 56,6 (C-14), 24,3 (C-15), 22,7 (C-16),
63,6 (C-17), 13,3 (c-18), 23,6 (Cc-19), 208,8 (C-20), 31,3 (C-21),
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21,3 (§ﬂ3C00R), 170,1 (CH3QQOR).
EM, m/z(%): 360 (M, 1), 342 (M - H,0, 2), 300 (M - AcOH, 100), 285 (M - AcOH
- CH3, 22), 257 (M - AcOH - COCH3, 11), 246 (M - AcOH - C4H6, 6),

242 (M - AcOH - COCH3 - CH3, 9), 230 (M - AcOH - CH COCHCHZ, 19),

3
215 (M - AcOH - COCH3 - anillo D - H, 32), 201 (M - AcOH - COCH3

- anillo D - CH3, 5).

38,21-Diacetoxi-58-pregnan-20-ona (78).

E1 compuesto 77 (550 mg) se tratd con 2,5 g de tetraacetato de plomo en
25 m1 de benceno anhidro, 1,5 ml de metanol y 4 m1 de eterato de trifluoruro
de boro, en las condiciones empleadas para obtener el compuesto 70 (pdg. 157).
Se obtuvo un residuo que se cromatografidé en columna de silicagel, dando
450 mg de producto /8 homogéneo por ccd, que se recristalizaron de etanol-
agua; p.f.: 115-118°C (1it.7*°: 145-146°C).
IR (cm'l): 1750 (C=0, éster), 1730 (C=0, éster), 1710 (C=0, cetona), 1250 y
1230 (C-0, acetato).
RMN-IH: § 0,66 (s, 3H, CH3-18), 0,98 (s, 3H, CH3—19), 2,06 (s, 3H, CH3C00- en
€-3), 2,17 (s, 3H, CH3C00- en C-21), 2,53 (t, J=8,5, 1H, H-17), 4,50
(d, J=17, 1H, H-21), 4,74 (d, J=17, 1H, H-21), 5,08 (m, 1H, H-3).
rRMN-13c .5 30,6 (C-1), 25,0 (C-2), 70,5 (C-3), 30,7 (C-4), 37,2 (C-5), 26,1
(c-6), 26,4 (C-7), 35,6 (Cc-8), 38,9 (C-9), 34,9 (C-10), 20,4 (C-11),
39,8 (c-12), 45,0 (Cc-13), 56,9 (C-14), 24,5 (C-15), 22,6 (C-16), 59,4
(c-17), 13,3 (c-18), 23,7 (c-19), 203,4 (C-20), 69,1 (C-21), 21,4y
21,0 (£ﬂ3C00R), 170,4 y 170,0 (CH3£QOR).
EM, m/z(%): 418 (M, 3), 358 (M - AcOH, 23), 345 (M - CHZOAC, 88), 298 (M -
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2AcOH, 8), 285 (M - AcOH - CHZOAc, 9), 257 (M - AcOH - cad. lat.,
98), 215 (M - AcOH - cad. lat. - anillo D - H, 6), 75 (100).

38,21-Dihidroxi-58-pregnan-20-ona (79).

E1 compuesto 78 (450 mg) se disolvid en 30 ml de etanol caliente y se
agregd 0,1 ml de acido sulfirico (c). Se calent§ a reflujo durante 16 hs y
se volcd sobre 150 ml de agua. Se extrajo con éter etflico (2 x 50 ml1), el
extracto se lavd con agua (3 x 50 ml) y se secd.

Por evaporacidn del solvente se obtuvieron 335 ng de producto 79 puro
por ccd, que se recristalizaron de etanol dando un p.f. 138-140°C.

IR (cm!): 3500-3200 (0-H), 1700 (C=0, cetona).

RMN-IH: 6§ 0,63 (s, 3H, CH3-18), 0,97 (s, 3H, CH3-19), 3,30 (m, 1H, H-3), 4,18
(s, 2H, CH2-21).

RMN-13C: § 29,9 (c-1), 27,7 (c-2), 69,3 (C-3), 33,4 (C-4), 36,4 (C-5), 26,2
(c-6), 26,5 (C-7), 35,6 (C-8), 39,7 (C-9), 35,1 (C-10), 21,0 (C-11),
38,9 (C-12), 45,0 (C-13), 56,8 (C-14), 24,5 (C-15), 23,8 (C-16),
59,4 (C-17), 13,5 (C-18), 23,0 (C-19), 210,1 (C-20), 66,9 (C-21).

EM, m/z(%): 334 (M, 1), 303 (M - CHZOH, 100), 257 (M - H20 - cad. lat., 99),

215 (M - H,0 - cad. lat. - anillo D - H, 4).

Acido 3g-hidroxi-5g-androstan-178-carboxilico (80).

E1 compuesto 79 (500 mg) se disolvio en 50 ml de metanol y se agregd
una solucidon de 2 g de periodato de sodio en 12 ml de agua. Esta solucidn,

en las condiciones empleadas para obtener el producto 72 (pdg. 159) condujo
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al compuesto buscado 80 (420 mg), puro por ccd, que recristalizado de etanol

dio un p.f. 240-242°C (1it.116 : 226-228°C)

IR (cm-l): 3500-2500 (0-H, dcido), 1700 (C=0, dcido dimero).

RMN-lH (C]3CD + MeOD, TMS): & 0,71 (s, 3H, CH3-18), 0,97 (s, 3H, CH3-19),
4,09 (m, 1lH, H-3).

RMN-13C (C]3CD + MeOD, TMS): & 30,1 (C-1), 27,7 (C-2), 67,0 (C-3), 33,5 (C-4),
36,6 (C-5), 26,4 (C-6), 26,7 (C-7), 36,0 (C-8), 40,0 (C-9), 35,3 (C-
10), 21,1 (c-11), 38,7 (C-12), 44,2 (C-13), 56,3 (C-14), 24,6 (C-15),
23,9 (Cc-16), 55,4 (c-17), 13,4 (Cc-18), 23,9 (C-19), ~179 (C-20, en-
mascarado con fondo).

EM, m/z(%): 320 (M, 4), 305 (M - CH3, 17), 302 (M - HZO' 100), 287 (M - HZO

- CH3, 60), 257 (M - H,0 - COOH, 5), 215 (M - H,0 - COOH - anillo

2

D- H, 48), 201 (M - H,0 - COOH - anillo D - CH3, 5).

2

Acido 3g-acetoxi-5g-androstan-17g-carboxilico (81).

E1 hidroxidcido 80 (220 mg) se disolvid en dcido acético (20 ml) y se
calentd a reflujo durante 24 hs.

Se extrajo el producto de la reaccidn con la técnica utilizada para el
compuesto 73, método F (pag. 161).

E1 residuo obtenido se cromatografid en columna de silicagel, aislando-
se 190 mg del producto 81 puro por ccd. Se recristalizé de etanol acuoso ob-
teniéndose un p.f. 167-169°C (1it. 117: 162-174°C). |
IR (cm-l): 3300-2500 (0-H, acido), 1750 (C=0, éster), 1700 (C=0, dcido dime-

ro), 1250 (C-0, acetato).
RMN-1H: & 0,73 (s, 3H, CH3—18), 0,99 (s, 3H, CH3-19), 2,06 (s, 3H, CH3C00-),
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5,10 (m, 1H, H-3).

RMN-13

c: & 30,6 (C-1), 25,0 (Cc-2), 70,6 (C-3), 30,8 (C-4), 37,3 (C-5), 26,2
(c-6), 26,4 (C-7), 35,9 (C-8), 40,0 (C-9), 35,0 (C-10), 20,9 (C-11),
38,4 (C-12), 44,4 (C-13), 56,1 (C-14), 24,5 (C-15), 23,8 (C-16),
55,2'(C-17), 13,4 (C-18), 23,6 (C-19), 179,2 (C-20), 21,5 (§H3C00R),
170,5 (CH3EQOR).

EM, m/z(%): 302 (M - AcOH, 35), 287 (M - AcOH - CH3, 15), 215 (M - AcOH -

COOH - anillo D - H, 8), 43 (100).

Cloruro de 3g-acetoxi-5g-androstan-17g-carboxililo (82).

E1 compuesto 81 (180 mg) se suspendié en benceno anhidro (2 ml) y se
agregd cloruro de oxalilo (1 ml). Se dejé en reposo, tapado y a temperatura
ambiente durante 2 hs. Se evapor6 a sequedad y se utilizé sin posterior pu-
rificacion.

IR (cm'l): 1795 (C=0, cloruro de dcido), 1730 (C=0, &ster), 1250 (C-0, ace-
tato).

3g-Acetoxi-58-pregnan-20-ona (77).

Se efectudé la reaccidon del cloruro de 3g-acetoxi-5g-androstan-17g-car-
boxililo (82) (190 mg) con dimetilcadmio, empleando la misma técnica utili-
zada para la sintesis de acetato de pregnenolona, método C (pdg. 165) y las
mismas cantidades de reactivos descriptas en dicha técnica.

E1 residuo final obtenido (165 mg) mostrdé una conversidn de aproximada

mente 40-50% en el producto buscado 77 segin se determiné por ccd. Por cro-
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matografia en columna de silicagel se obtuvo el producto 77 puro (73 mg).
Los datos de p.f. y caracteristicas espectroscopicas fueron coinciden-
tes con aquéllos obtenidos para el mismo compuesto sintetizado por acetila-

cidn (pdg. 170).

58-Colest-20(22)-en-3g-01 (83).

38-Acetoxi-58-pregnan-20-ona (77) (50 mg) se disolvié en benceno anhi-
dro (1 m1) y se inyectd esta soluci6bn a una solucién etérea de bromuro de
isohexilmagnesio preparada como se indicd para el compuesto 76 (pdg. 169)
con 0,25 ml de bromuro de isohexilo y 50 mg de magnesio. Se form0 inmedia-
tamente una suspensifn que se mantuvo a reflujo por 12 hs. Se agregdé acido
clorhidrico (c) (1 ml) gota a gota y enfriando sobre hielo; luego se agregd
agua (20 ml1), se extrajo con cloruro de metileno (3 x 20 ml), se lavdo la fa-
se organica con agua hasta neutralidad (2 x 20 ml), se secd el extracto eté-
reo con sulfato de magnesio anhidro y se evapord a sequedad.

E1 residuo crudo presentaba, por ccd, por 1o menos 4 productos, todos
mds polares que el compuesto de partida (77). Se separaron por ccd prepara-
tiva de silicagel los dos productos de mayor Rf que eran mayoritarios. De
estos dos productos, el de menor Rf (15 mg) se disolvié en etanol (10 ml),
se agregd acido sulfirico (c) (0,2 ml) y se calentd a reflujo durante 3 hs.
Esta soluci6n se volcd sobre agua (20 ml), se extrajo con cloruro de metile-
no (3 x.30 m1), se lavd el extracto con agua (2 x 20 ml1), se secd y se eva-
pord el solvente. E1 producto obtenido tenia igual comportamiento cromato-
grifico que el producto de mayor Rf que se habia obtenido en el residuo cru-

do anterior. Se juntaron esas dos fracciones dando 26,5 mg de producto puro
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por ccd.

13C se establecid que consistia

Este producto no cristalizd y por RMN-
fundamentalmente del isémero E.
IR (em™1): 3500-3200 (0-H)
RMN-1H: 6 0,52 (s, 3H, CH;-18), 0,89 (d, J=7, 6H, CH3-26 y CH;-27), 0,98 (s,
3H, CH3-19), 1,62 (s, 3H, CH3-21), 4,09 (m, 1H, H-3), 5,15 (ta, J=6,5,
1H, H-22).
n-13¢: & 30,0 (C-1), 27,7 (C-2 6 C-25), 67,1 (C-3), 33,5 (C-4), 36,6 (C-5),
26,3 (C-6), 26,7 (C-7), 36,0 (C-8), 39,7 (C-9), 35,1 (C-10), 21,1
(c-11), 40,1 (c-12), 43,8 (c-13), 56,2 (C-14), 24,3 (c-15), 27,1 (C-
16), 59,0 (C-17), 13,1 (c-18), 23,9 (C-19), 133,9 (C-20), 17,8 (C-
21), 125,5 (C-22), 24,8 (C-23), 39,0 (C-24), 27,9 (C-25 & C-2), 22,6
(c-26), 22,6 (C-27).
EM, m/z(%): 386 (M, 11), 371 (M - CHy, 2), 273 (M - cad. lat. - 2H, 6), 257
(M - HZO - cad. lat., 5), 215 (M - H
H, 5), 83 (100).

20 - cad. lat. - anillo D -

5g-Colestan-3g-o1 (84). (Coprostanol)

La mezcla de olefinas isoméricas (83) (6,5 mg) se disolvié en acetato
de etilo (5 ml) y se hidrogend con paladio 10% sobre carbdn por 5 hs a tem-
peratura ambiente y presion atmosférica. Se filtrd para eliminar el catali-
zador y se lavb éste con acetato de etilo.

Por evaporacion del solvente se obtuvieron 6 mg de producto puro por
ccd. Este producto (84) era una mezcla de epimeros en C-20. Se recristalizd

8

de etanol para dar un p.f. 98-99°C (lit.Jl : 101°C).
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IR (cm™1): 3600-3200 (0-H).

1

RMN-"H: § 0,70 (s, 3H, CH3-18), 0,90 (d, J=7, 3H, CH3-21), 0,92 (d, J=7,5,

6H, CH3-26 y CH3-27), 1,02 (s, 3H, CH3-19), 4,14 (m, 1H, H-3).

RMN-13C ‘para el epimero 20-R: 6 29,9 (C-1), 27,9 (C-2), 67,1 (C-3), 33,5 (C-

EM, m/z(%):

4), 36,6 (C-5), 26,3 (C-6), 26,7 (C-7), 35,7 (C-8), 39,8 (C-9),
35,1 (C-10), 21,1 (c-11), 40,3 (C-12), 42,7 (C-13), 56,7 (C-14),
24,2 (C-15), 28,3 (C-16), 56,4 (C-17), 12,1 (C-18), 23,9 (C-19),
35,8 (C-20), 18,7 (C-21), 36,2 (C-22), 23,9 (C-23), 39,5 (C-24),
28,0 (C-25), 22,5 (C-26), 22,7 (C-27). E1 espectro muestra también
sefiales correspondientes al epimero 20-S, en los carbonos 17, 18 y

20 con A8 ~ 0,3-0,4 ppm.

388 (M, 94), 373 (M - CH3, 49), 370 (M - H,0, 17), 355 (M - CH3
- H20, 24), 316 (M - H20 - C4H6, 3), 273 (M - cad. lat. - 2H,

64), 257 (M - H20 - cad. lat., 9), 255 (M - HZO - cad. lat. - 2H,

14), 248 (M - cad. lat. - C2H3, 12), 233 (M - cad. lat. - anillo

D - H, 100), 215 (M - H20 - cad. lat. - anillo D - H, 72), 201

(M - H,0 - cad. lat. - anillo D - CH3, 12).

2

J21-14Cl,33-Acetoxisz;Qregnan-ZO-ona (85).

Se utiliz6 nuevamente la técnica C usada para la sintesis del compuesto

75 (pag. 165), con las diferencias que se indican a continuacidn:

En Tugar del tubo invertido mostrado en el esquema de la figura 13a, se

colocd otro tubo de forma similar que contenia en su interior (protegido por

un cierre de vidrio) 1 mCi de |14C| ioduro de metilo de actividad especifica

58 mCi/mmol (figura 13b).
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a) Preparaéién del ioduro de metilmagnesio radiactivo.

Como en la técnica C mencionada (pdg. 165), se secaron los componentes
del equipo de reaccidn (incluidos 15 mg de magnesio), se montd dicho equipo
y se hizo vacio a través del tapén.

Se inyect6 una solucién de 20 ul de ioduro de metilo (anhidro, secado
sobre pentéxido de fosforo) en 1 ml de éter etilico anhidro (secado sobre
sodio y sobre hidruro de aluminio y litio y destilado antes de usar).

Se mantuvo con agitacion durante 30 minutos, lapso durante el cual se
consumid parte del magnesio y se form6 una solucidon de color gris claro.

Se congeld el medio de reaccidn, sumergiendo el fondo del tubo Kitasato
en aire liquido.

La barrita magnética ubicada en la parte superior del equipo, que tenia
un didmetro mayor-que el paso que permitia el menor esmeril y de esa manera
no podia caer en el tubo Kita§ato, se movi6 con ayuda de un imdn externo, de
tal modo de romper el cierre de vidrio del tubo invertido que contenia el
ioduro de metilo radiactivo.

Mientras se mantenia congelado el fondo del tubo Kitasato, se calentd
con una microllama el tubo invertido, flamedandolo durante 15 minutos, para
asegurar por diferencia de presion el pasaje del reactivo radiactivo al tubo
Kitasato.-

Se inyect6 el resto de ioduro de metilo no marcado (13 ul) y se dejé
1legar a temperatura ambiente. Se continud la agitacion durante otros 30 mi-
nutos y de esa manéra se consumi6é prdacticamente todo el magnesio (que estaba
en un ligero exceso).

b) Preparacion del dimetilcadmio radiactivo.

Se repitié el método C, parte b (pag. 167) a partir del reactivo de
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Grignard recién preparado.

c) Reaccidn de dimetilcadmio radiactivo con el cloruro de 3g-acetoxi-
5g-androstan-17g-carboxililo (82).

Se emple6 el método C, parte ¢ (pdg. 167) pero usando el cloruro de &ci-
do 82 (180 mg) en lugar de 74.

E1 sGlido obtenido (170 mg) contenia aproximadamente 40-50% del produc-
to buscado (85) como se estableci6 por ccd. La actividad especifica del pro-

6

ducto crudo era 8,90 x 10~ dpm/mg y en consecuencia, su actividad total 1,51

X 109 dpm.
Por cromatografia en columna de silicagel se obtuvo el producto 85 puro

(68 mg).

4
! : 121°C). Actividad especifica: 8,60 x 100 dpm/mg 6

P.f. 117-119°C (]it.1
3,10 x 10° dpm/mmol & 1,40 mCi/mmol.

1° Recristalizacidon (etanol): p.f. 117-120°C. Actividad especifica: 8,75 x
10° dpm/mg 6 3,15 x 10° dpm/mmol 6 1,43 mCi/mmo]l.

2° Recristalizacion (etanol): p.f. 117-119°C. Actividad especifica: 8,72 x

6 dpm/mg 6 3,14 x 107 dpm/mmol 6 1,42 mCi/mmol.

10
Las caracteristicas espectrosc6picas (IR, EM) fueron coincidentes con

aquéllas del compuesto no marcado 77.

|21-14CJ 3g-Hidroxi-58-pregnan-20-ona (86).

E1 compuesto 85 (5,0 mg) se disolvié en etanol (10 mi), se agregd acido
sulfirico (c) (3 gotas) y se calentd a reflujo durante 24 hs.
Se volcd sobre agua (30 ml) y se extrajo con cloruro de metileno (3 x

20 m1). Luego de lavar el extracto con agua, secarlo y evaporar el solvente,
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se obtuvo un residuo que se purificdé por ccd preparativa sobre silicagel,

aislandose 2,85 mg del producto buscado (86) puro. Se recristalizé de etanol

obteniéndose un p.f. 141-144°C (]it.106 . 149°C).

Actividad especifica: 10,12 x 10° dpm/mg 6 3,22 x 10° dpm/mmol & 1,46 mCi/
mmo1.

Los datos espectroscopicos (IR, EM) coincidieron con los del compuesto

no marcado 65.

|21—14Cl 5g-colest-20(22)-en-38-01 (87).

E1 producto 85 (50 mg) se disolvidé en benceno anhidro (1 ml) y se inyec-
t0 esta solucidn a una solucién etérea de bromuro de isohexilmagnesio si-
guiendo la técnica usada para obtener el compuesto 83. El residuo crudo de
la reaccidn de Grignard se disolvidé en etanol (10 ml), se agregd acido sul-
firico (c) (0,2 m1) y se calent6 a reflujo durante 3 hs. Se volcd sobre agua
(20 m1), se extrajo con cloruro de metileno (3 x 30 m1), se lavd con agua
(2 x 20 m1), se secO6 y evapord el solvente.

E1 nuevo residuo se cromatografi6 en placa preparativa de silicagel, se-
pardndose el compuesto de mayor Rf, que era el producto 87 puro por ccd (27

Ing) y que no cristalizé.

6 9

Actividad especifica: 8,36 x 10° dpm/mg 6 3,23 x 10° dpm/mmol 6 1,47 mCi/
mmo1l.
Las caracteristicas espectroscopicas (IR, EM) coincidieron con las del

producto no marcado 83.
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121—14C| 58-Colestan-3g-01 (88). (|21-14C| Coprostanol).

E1 producto 87 (27 mg) se disolvi6 en acetato de etilo (10 m1) y se hi-
drogend a temperatura ambiente y presién atmosférica con catalizador paladio
10% sobre carbbn y durante 5 hs.

Se filtrd a través de un crisol filtrante y se lavd éste con acetato de
etilo. Por evaporacidn del solvente se obtuvieron 27 mg de producto 88 puro
por ccd, que se recristalizé de etanol para dar un p.f. 95-98°C (1it.118
101°C).

Actividad especifica: 8,10 x 106 dpm/mg 6 3,15 x 109 dpm/mmol 6 1,43 mCi/
mmo1.

Los datos espectroscopicos (IR, EM) fueron coincidentes con aquéllos

del producto no marcado 84.
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INOCULACION DE PRGDUCTOS RADIACTIVOS A ANIMALES INTACTOS

a) Acido |2-14CJ mevalonico (22) como sal de DBED (N,N'-dibencileti-

lendiamina).

E1 compuesto radiactivo (20 mg, 7,2 109 dpm/mmol) se disolvid en 10
ml de agua y se inyectd 1 ml de la solucidén a cada uno de diez sapos Bufo
paracnemis .

La inyeccion se realizd en forma subcutanea en la region inguinal de
cada sapo.

Los animales se mantuvieron en un recipiente comin con circulacion de
agua y fueron alimentados en forma forzada y peridodicamente con carne vacuna
cruda.

Luego de 14 dias, se extrajo el veneno de nueve sapos (previo compro-
bar que el mismo era radiactivo, por medicidn de una muestra) que una vez
seco (ver pag.105), pesaba 9,100 g y tenfa una actividad especifica de 11
dpm/mg.

E1 veneno seco se molibé con arena y se extrajo en un Soxhlet con una
mezcla de cloroformo y metanol (95:5) durante 12 hs.

Por evaporacion del solvente se obtuvo un residuo (2,490 g) con una
actividad especifica de 48 dpm/mg.

Dicho residuo se cromatografié en columna de alimina (eluida con ben-
ceno conteniendo cantidades crecientes de cloroformo) y se obtuvieron las
siguientes fracciones en el orden indicado: "y-sitosterol" (ver pag.105;
126 mg, act. esp.: 978 dpm/mg), bufalina (35) (act. esp.: 8 dpm/mg), mari-
nobufagina (24) (act. esp.: 3 dpm/mg) y telocinobufagina (25) (act. esp.:
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5 dpm/mg).

La Onica fraccion significativamente radiactiva, "y-sitosterol”, se
separd en sus esteroles componentes como se indica posteriormente.

Uno de los animales fue sacrificado y se le extrajeron el higado y la
vesicula biliar. Esas visceras se cortaron en pequefios trozos en un vaso con
metanol y se realiz6 una reaccion de saponificacidn con hidréoxido de potasio
4% en metanol.

La fraccion insaponificable obtenida por extraccion de la solucion al-
calina con éter de petrdoleo constituyé un residuo amarillo.

Por cromatografia en columna de aldmina eluida con acetona, se obtuvie-
ron 31 mg de un producto homogéneo por ccd, con caracteristicas cromatogra-
ficas idénticas a las de colesterol.

Se recristalizo de etanol obteniéndose colesterol puro (p.f. 145-147°C;
1it. 128 :149°C) de actividad especifica 7,1 10% dpm/mg (2,7 107 dpm/mmol),
que se acetilo en las condiciones usuales (1 m] de piridina + 1 m] de anhi-
drido acético, a temperatura ambiente durante una noche), para dar acetato
de colesterol (p.f, 117-119°C; ]it.118 : 116°C) de actividad especifica 2,6
107dpm/mmol.

al) Separacion de los componentes del "y-sitosterol" obtenido de la

experiencia anterior.

Intento de separacion por cromatografia gaseosa preparativa:

Se prepararon soluciones al 1% de colesterol, de sitosterol y de estig-
masterol. Una mezcla de las tres soluciones se intentd separar por cromato-

grafia gaseosa preparativa utilizando un cromatdgrafo gaseoso con detector



184

de conductividad térmica y una unidad colectora de fracciones.

Se uso una columna con fase fija OV-17 3%, analitica de 3 mm de diame-
tro externo (debido a la pequeia cantidad de muestra a separar) que permitid
la resolucion del cromatograma en tres bandas razonablemente separadas.

La coleccion de los vapores a la salida del detector y su posterior ana-
lisis por cgl permiti0 comprobar (a pesar de repetir la experiencia varias
veces) que se producian mezclas en la etapa de coleccion,

Esto podia deberse a alguna mala operacion del equipo o a que la unidad
colectora esta disefada para separar cantidades mayores de sustancias, uti-
lizando para ello columnas preparativas, por ejemplo de 8 mm de diametro in-
terno.

Separacion por cromatografia liguida de alta resolucion:

Se prepard una solucion de 1 mg de "y-sitosterol" (act. esp. 978 dpm/mg)
en 1 ml de acetonitrilo purificado y bidestilado. Se filtré a través de fil-
tros Millipore de 0,45 ym y se efectuaron tres inyecciones de 100 ul cada una
de esta solucidn, en un cromatégrafo 1iquido de alta resolucidn, en fase in-
versa, con un solvente de elucién acetonitrilo-agua (85:15).

En cada uno de los tres cromatogramas se detectaron cuatro bandas co-
rrespondientes a colesterol (2), campesterol (3), estigmasterol (4) y sitos-
terol (5), seglin su valor de tiempo de retencion comparado con el de testi-
gos auténticos.

Se colectaron juntas las fracciones correspondientes a los mismos este-
roles en los tres cromatogramas.

Se verificd por cgl que correspondian a sustancias puras (aunque en el
caso de estigmasterol no se detectd) y se midié la radiactividad de una ali-

cuota de las mismas.
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Para conocer la actividad especifica debia conocerse la masa de cada
fraccion que se calculd a partir de 1a masa inicial de producto inyectado
en el cromatdgrafo liquido (0,3 mg) y de la composicidn de la solucidn ini-
cial (segln se vio por cgl, la relacion colesterol:campesterol:sitosterol
resultd 45:29:26).

De esa manera se obtuvieron las siguientes actividades especificas:
1720 dpm/mg para colesterol, 113 dpm/mg para campesterol y 66 dpm/mg para

sitosterol.

b) J20-14C| 3g-Hidroxi-5g-pregnan-20-ona (69).

E1 producto 69 (52 mg, 1,20 lOgdpm/mmol) se suspendio en una mezcla
de 1 ml de Tween 80 y 4 ml de agua. Se inyectaron 0,5 ml de dicha suspension
a cada uno de diez sapos Bufo paracnemis.

Las condiciones experimentales (forma de inoculacidn, mantenimiento de
los animales, coleccidn del veneno) fueron las mismas que las de la experien-
cia anterior.

Luego de 40 dias se extrajo el veneno de dos animales separadamente.

En ambos casos el veneno resultd inactivo y se dio por finalizada la

experiencia.

cl [1,2-3HJ Colesterol (2).

11 dpm/mmo]

Este producto comercial de actividad especifica 1,2 10
fue inoculado en las condiciones antes presentadas, a dos ejemplares machos

del sapo Bufo arenarum (0,29 mg, 9 107 dpm a cada animal).
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Dicho producto, se provee en forma de una solucion bencénica, de la cual,
la alicuota correspondiente a la masa deseada se evapord a sequedad y se di-
solvio en 0,5 m]l de aceite de maiz, para su inoculacion,

E1 veneno se extrajo en la forma indicada (ver pag. 72) a los 9, 15, 29,
98 y 129 dias de la inoculacidon, obteniéndose en todos los casos veneno ra-
diactivo. Los valores de actividad especifica de los venenos fueron: 24, 155,

140, 970 y 2440 dpm/mg respectivamente.

d) L21-14CJ 3s-Hidroxi-58-pregnan-20-ona (86).

E1 compuesto radiactivo (86) de actividad especifica 3,14 10° dpm/mmo1
fue inoculado a dos sapos machos Bufo arenarum (0,43 mg, 4,3 106 dpm a cada
animal), en forma de solucién en aceite de maiz (0,5 m! a cada uno).

Esta experiencia se realizd conjuntamente con la anterior y en iguales
condiciones.

E1 veneno obtenido a los 15, 29 y 98 dias resultd inactivo.

e) |21-1%c| sg-Colestan-3s-01 (88).

Esta experiencia efectuada con sapos Bufo arenarum, fue realizada en

paralelo con las dos anteriores.

9

E1 producto 88 con actividad especifica 3,00 10 dpm/mmol se inoculd a

dos ejemplares machos del sapo mencionado (1,45 mg, 1,1 107

dpm a cada ani-
mal, en 0,5 ml de aceite de maiz).
Se extrajo veneno a los 15, 29, 98 y 129 dias. En los casos en que éste

era radiactivo (98 y 129 dias), se colectd todo el veneno posible por presion
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manual de las glandulas parotoides de ambos animales separadamente. Los ve-
nenos presentaban actividades especificas (promedio de ambos animales) de
19 y 24 dpm/mg respectivamente.

Como se trataba de poca masa de veneno (87 mg en total a los 98 dias y
105 mg a los 129 dias), se decidi6 unir el proveniente de ambos sapos y ob-
tener luego los extractos cloroférmico-metanélicos de 98 y de 129 dias.

En este caso los extractos con cloroformo-metanol (25:5) correspondien-
tes a la coleccidn a los 98 dias (ambos sapos) y a los 129 dias (los mismos
sapos, colectando el veneno residual y el que pudiera haberse sintetizado en
los 31 dias de diferencia) se obtuvieron por agitacién a 50°C de los venenos
secos con la solucidon cloroformico-metandlica durante 1 hora y posterior fil-
tracion.

Por evaporacion a sequedad de las soluciones filtradas se obtuvieron
16s correspondientes extractos de 98 y 129 dias que pesaban 31 y 41 mg res-
pectivamente.

Ambos extractos se cromatografiaron en capa delgada preparativa (sol-
vente de desarrollo, cloroformo-metanol, 93:7) obteniéndose en cada placa
cuatro zonas bien definidas y un residuo en el origen.

Se eluyeron las cuatro zonas con cloruro de metileno-metanol (80:20),
se midieron sus actividades especificas y se analizaron por ccd utilizando
testigos de bufadien6lidos, colesterol y coprostanol y los siquientes sol-
ventes de desarrollo: cloroformo-metanol (93:7), acetato de etilo-metanol
(97:3) y acetato de etilo.

La fraccién eluida, mayoritaria en masa (3,2 y 3,3 mg para los dos ex-
tractos respectivamente) resultd ser arenobufagina pura (ver pag. 8) , uno

de los principales bufadiendlidos en el sapo Bufo arenarum.
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Su identificacion contra una muestra testigo auténtica se realizé por el
valor de Rf, color caracteristico de 1a mancha en el cromatograma al utilizar
como revelador acido sulfirico y calentamiento a 110°C, velocidad de apari-
cion del color y cambio del mismo con el tiempo (incoloro y s6lo visible a 1a
Tuz UV en un comienzo, a amarillo intenso luego). Las propiedades fueron coin-
cidentes con las de la muestra auténtica de arenobufagina con todos los sol-
ventes de desarrollo elegidos.

De las otras fracciones eluidas (de menor masa en todos los casos) se
pudo detectar por ccd en las condiciones mencionadas y con los testigos co-
rrespondientes, que una de ellas consistia en una mezcla de por 1o menos tres
compuestos, entre ellos bufalina y marinobufagina (ver pag. 8) . Otra de las
fracciones eluidas contenia una mezcla de arenobufagina y telocinobufagina
(ver pag. 8).

Para ambos extractos (de 98 y 129 dias) todas estas fracciones eran ra-
diactivas,lo que indicaba un valor de incorporacion definido aunque pequefio

del trazador radiactivo en los bufadiendlidos (ver pdg. 110).
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INOCULACION DE PRODUCTOS RADIACTIVOS A HOMOGENEIZADOS Y CORTES DE TEJIDO

DE GLANDULA PAROTOIDE,

a) Experiencia de inoculacién de |1-14§J acetato de sodio y |5-3H17meva-

lonolactona a cortes de tejido de glandula parotoide.

Se usaron ejemplares adultos hembras del sapo Bufo arenarum, que pe-
saban aproximadamente 100 g y que se mantuvieron a 22-24°C durante los 30
dias previos a la experiencia, con periodos de luz de 12 hs diarias, sin ali-
mentacion pero con suficiente agua.

Se sacrificaron dos de dichos animales por decapitacion, se separaron
las glandulas parotoides, se les quitd la piel y se cortaron en trozos lo mas
delgados posibles con un bisturi. Ademas, se les extrajo el higado, del cual
se obtuvieron también cortes de tejido.

Estas labores se realizaron con los dos sapos separadamente aunque en
iguales condiciones.

Durante toda la etapa de la preparacion de los cortes de tejido, se man-
tuvieron los mismos sobre cdpsulas de Petri refrigeradas sobre hielo.

Se prepard una solucion de incubacion (MEM, minimum essential medium
segin Eag]ellg) que contenia sales, aminoacidos esenciales y glucosa entre
otros componentes, aunque con el 70% de la concentracion normalmente recomen-
dada para tejidos de mamiferos?z

Dicha solucidn se equilibrd en atmésfera de oxigeno-di6xido de carbono
(95:5) y se 1levé a pH 7,6 por agregado de una solucidon acuosa de bicarbonato

de sodio.

Los cortes de tejido de glandula y de higado de cada sapo se preincuba-
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ron separadamente con 2 ml de esta solucion (formando entonces cuatro prein-
cubaciones diferentes) durante 2 hs con agitacién y en atmésfera de oxigeno-
dioxido de carbono (95:5). Luego de este lavado previo del tejido, se retird
el mismo de la solucion y se secd cada corte de tejido con un papel de filtro.
La masa so0lida de cada preincubacion se dividio en dos partes y se peso
separadamente, para expresar el resultado por gramo de tejido himedo, prepa-
rando de esa manera ocho ensayos diferentes que se destinarian a cuatro in-
cubaciones de 2 hs y a otras cuatro de 16 hs con los trazadores radiactivos.
Cada monticulo de tejido, pesando entre 100 y 300 mg aproximadamente
(ver Tabla 5 en el capitulo "Resultados obtenidos", pdg. 112) se resuspen-

did en 2 ml de la solucidn preparada anteriormente y se agregé a cada uno de

14C| acetato de sodio (act. esp.

6

los ocho tubos de incubacion una mezcla de |1-
2 mCi/mmol, actividad total agregada a cada tubo: 6,7 10~ dpm) y |5-3H| meva-

lonolactona (act, esp. 6 Ci/mmol, actividad total agregada a cada tubo: 4,9

107 dpm).

- . - ? L3 . - - .
Las incubaciones se realizaron a 25°C /2 con agitacion y bajo la misma

atmdsfera gaseosa mencionada. Cuatro de ellas se detuvieron a las 2 hs y las

otras cuatro a las 16 hs.

Una vez terminadas las incubaciones, cada ensayo se sometid al siguiente
tratamiento:

E1 tejido se retird de las soluciones (mds del 90% de la radiactividad
agregada permaneci6 en las mismas) y se 1o lavd con 4 ml de medio (MEM) fres-
co, por agitacion durante 10 minutos. Estas soluciones se descartaron y los
cortes de tejido se colocaron en nuevos tubos con 2 ml de MEM y 0,3 ml de
solucion acuosa de hidrdxido de sodio 50%. Se calentaron las mezclas por 30

minutos a 50°C (el tejido se disgregbé completamente) y se extrajeron con
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cloroformo- metanol (2:1) (3 x 4 ml), Las capas orgdnicas se lavaron con so-
lucion acuosa de hidroxido de sodio 1%, luego con aqua, se secaron sobre sul-
fato de sodio y se evaporaron a sequedad.

Los ocho residuos asi obtenidos, se cromatoqrafiaron en capas de silica-
gel, usando cloroformo-metanol (93:7) como solvente de desarrollo y coleste-
rol como testigo.

La radiactividad presente en las placas cromatograficas se determind por
medio de un analizador automatico (radiocromatdqrafo) v las zonas de las mis-
mas con Rf coincidentes con el de colesterol y que eran radiactivas se eluye-
ron con cloroformo-metanol (3:1). Mediante un contador de centelleo liquido
se determind la radiactividad de una alicuota de estos eluidos, en dos con-
diciones diferentes de medicion para obtener valores que permitieran calcular

3

radiactividad debida a 14C y radiactividad debida a “H,

A cada una de estas soluciones se les agregé colesterol inactivo (100 mg)

para luego recristalizar el total hasta actividad especifica constante de 14C

y de 3H.

Se realizaron cinco recristalizaciones de etanol comprobandose que 1la
actividad especifica (;4C y 3H) del s6lido cristalino y de aquél disuelto en
las aguas madres de la Gltima recristalizacion no diferian en valores mayores
que 3%.

Los s6lidos obtenidos (Gltima recristalizacién en cada caso) se acetila-
ron en las condiciones habituales (anhidrido acético-piridina) y el acetato
de colesterol obtenido se recristalizd de etanol comprobdndose que se mante-

nia constante el valor de la actividad especifica para cada caso (ver Tabla

6, pag. 113).



192

h) Aislamiento de lipoproteinas del suero sanguineo de sapos Bufo are-

narum

Se mantuvieron 11 ejemplares adultos hembras del sapo Bufo arenarum
durante 15 dias de ayuno, con suficiente agua y periodos de luz de 12 hs dia-
rias.

Fueron luego sacrificados por decapitacion y se colectaron 125 ml de
sangre total en una probeta conteniendo 1 ml de solucion de EDTA 6,3 M.
Se centrifugd a 2800 rpm durante 15 minutos y se obtuvieron 74 ml de

plasma Timpido con d = 1,019 g/ml.

Todas las centrifugaciones siguientes se hicieron a 10°C, utilizando una

ultracentrifuga preparativa a 214000 x 9120.

Se realizd una primera centrifugacion durante 12 hs separandose una fase
superior incolora que contenia lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que
se descarto.

Se 1levd la densidad a 1,063 g/ml por agregado de bromuro de potasio sé-
1id0121, se centrifugd durante 30 hs y se separd la fase superior que conte-
nia las lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Se ajusté la densidad a 1,090 g/ml, se centrifugd durante 20 hs y se des-
cartd la fase superior.

Nuevamente se ajustd la densidad con bromuro de potasio hasta d = 1,215
g/ml y luego de una centrifugacion durante 30 hs, se obtuvo la fase superior
constituida por las lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Para el lavado de las lipoproteinas, en el caso de la LDL se colocd la
misma en un tubo de centrifuga y se agregd, en la parte superior, cuidadosa-

mente y sin remover, solucidon fisioldgica de d = 1,005 g/ml. Para la HDL se



193

realizd lo mismo pero con una solucion de bromuro de potasio de d = 1,060
g/ml. En ambos casos se centrifugd durante 20 hs y se descartd la fase su-
perior.

Para un segundo lavado con soluciones de alta densidad, se colocd una
solucion de bromuro de potasio de d = 1,090 g/ml en un tubo de centrifuga y
se agregd sin remover la LDL., En el caso de la HDL se realizd el mismo pro-
cedimiento con una solucion de bromuro de potasio de d = 1,230 g/ml. En am-
bos casos se centrifugd durante 20 hs y se descartdé la fase inferior122

Ambas lipoproteinas se colocaron en bolsas de didalisis y se dializaron
durante 36 hs a 4°C contra tres cambios de 50 volimenes de solucion de cloru-
ro de sodio 0,15 M y EDTA 0,3 mM (pH = 7,4).

Posteriormente, ambas lipoproteinas se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE).

Para ello se prepararon geles cilindricos de poliacrilamida con la si-
guiente composicion: gel separador (poro fino): 3% de acrilamida; gel concen-
trador (poro grueso): 2,5% de acrilamida. La solucién de siembra era la mues-
tra tefiida con Sudan Black B en dietilenglicol que tifie 1a fraccion lipidica.
Las electroforesis se desarrollaron con una solucion reguladora conteniendo
Tris (tris(hidroximetil)aminometano) y glicina (pH = 8,2) durante 2 hs a in-
tensidad constante de 2,5 mA. Se observaron bandas Unicas para LDL y para HDL
confirmando un buen procedimiento separativo.

Las dos lipoproteinas se filtraron a través de filtros Millipore de 0,45

um y se almacenaron a 4°C hasta su uso.



194

c) Marcacidn de las lipoproteinas con iodo (1251).

Se colocaron en un tubo 10 u1 de solucidén reguladora de fosfato 0,5

12511 joduro de sodio (libre de portador) en hidré-

M, 5 ul de solucidn de |
xido de sodio 0,1 N (500 uCi de actividad total para cada lipoproteina),
un volumen de solucion de lipoproteina (LDL o HDL) equivalente a 100 ug de
proteina total (segin se determiné por el método de Lowry 0 como se indica
posteriormente), 10 ul de solucion de lactoperoxidasa (Calbiochem, grado B)
de concentracion 2,7 mg/ml en solucion reguladora de fosfato 0,5 M (pH = 7,4)
y 10 ul de agua oxigenada (300 volumenes diluidos 1:10000 en agua bidestilada).
Se agit6 durante 2 minutos, se diluydé con 200 pul de solucion reguladora
de fosfato 0,05 M (pH = 7,4) y se transfirid a una columna de poliacrilamida

agarosa (ACA-54) previamente equilibrada con la solucidon de elucidn (solucidn

reguladora de fosfato con albumina de suero bovino 1%, pH = 7,4).

125 125,

Se eluyeron las lipoproteinas marcadas con I separandose del 1i-

bre que quedé retenido.

Para calcular la eficiencia de la marcacion, como para verificar que las
lipoproteinas iodadas separadas por la columna, no estuvieran impurificadas
con 1251 libre, se realiz0 una cromatografia en papel utilizando acido tri-
cloroacético como solvente de elucion de acuerdo al método de Ceska y cola-
boradoreslgs. E1 acido tricloroacético produce la precipitacion de la protei-

|1251| joduro de sodio,

na, por lo que ésta queda en el origen y desplaza al
produciendo su separacion. Por este método se establecid que toda la radiac-
tividad quedaba en el origen y en consecuencia no era necesaria una posterior
purificacion.

La determinacion de proteina total de las lipoproteinas, se realizd por



195

el método de Lowry 90 modificado por Markwel]124 (extrayendo los 1lipidos con
cloroformo, luego del desarrollo del color) y utilizando albumina de suero
bovino (fraccion V de Sigma) como patrén.

Por este método se determindé que 10 ul de la solucion original de LDL

contenian 15,2 ug de proteina y que el mismo volumen de solucidn original de

HDL contenia 84,5 ug de proteina.

1251, medida con un contador gamma, permi-

E1 valor de radiactividad de
tio obtener las actividades especificas de las lipoproteinas marcadas, siendo
para LDL de 1,7 uCi/ug de proteina y para HDL 1,83 uCi/ug de proteina, lo que
implicé una incorporacion absoluta porcentual de 34 y 36,6% respectivamente.

’

d) Ensayo de unidn de las lipoproteinas a los receptores en la membrana.

Las glandulas parotpides sin piel, correspondientes a dos sapos Bufo
arenarum, se homogeneizaron en 1 ml de solucion de bicarbonato de sodio 1 mM
(pH = 8) y se centrifugd dicho homogeneizado a 3000 x g durante 30 minutos.
El sobrenadante se centrifugdé nuevamente a 27000 x g y el s6lido depositado
se resuspendio en el volumen original de una solucion de fosfato de pH = 7,4.

Esta preparacion de membrana, se utilizd como fuente de receptores de
lipoproteinas.

Las incubaciones de las lipoproteinas con la preparacion de membrana se
realizaron en tubos de plastico descartables. E1 volumen final en cada tubo
fue 0,4 ml conteniendo solucidn reguladora de fosfato (pH = 7,4), 2% de al-
bimina de suero bovino, 100 ng de proteina de membrana (el volumen equivalen-
te a esa masa, de acuerdo a la determinacion de proteina total segin el méto-

do de Lowry), las lipoproteinas de sapo iodadas (1251-t-LDL 0 125I—t-HDL
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segin el caso; aproximadamente 1 ug de proteina/ml y 2000 cpm/ng de proteina)
y cantidades variables de t-LDL o t-HDL sin marcar respectivamente (desde
0,75 ug-hasta 125 ug de proteina por ml de solucion).

E1 valor de union inespecifica se determiné realizando incubaciones pa-
ralelas conteniendo respectivamente 500 ug de proteina/ml, de t-LDL o t-HDL
sin marcar.

Los tubos conteniendo las distintas composiciones se incubaron a 37°C
durante 2 hs.

Luego de las incubaciones, se separaron los complejos receptor-1ipopro-
teina de los ligandos libres (t-LDL o t-HDL marcadas y no marcadas) por agre-
gado de 2 ml de solucion reguladora de fosfato de pH = 7,4 a cada tubo, se-
guido de filtracion a través de filtros Millipore de 0,45 um, previamente
saturados con albimina de suero bovino al 5%. Los tubos y los filtros se la-
varon con albimina de suero bovino al 1% (3 x 3 ml1) en el mismo medio.

E1 control de tiempo cero, con y sin lipoproteinas sin marcar, fue res-
tado del valor de unidn especifica (ver pag. 98).

Los ensayos se hicieron por duplicado y con los valores obtenidos se
construyeron graficos de Scatchard (ver pdg. 116).

Los datos fueron procesados en una computadora HP-86 (Hewlett-Packard)
utilizando un programa desarrollado por el Dr. J. C. Calvo (Instituto de

Biologia y Medicina Experimental).

e) Marcacidn de las lipoproteinas con linoleato de;l;,2,6,7-3H| coles-

terol.

E1 linoleato de |1,2,6,7-3H| colesterol (act. esp. 100 Ci/mmol) se
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incorpord a las lipoproteinas usando el método de Faust et. al.ga.

Para cada lipoproteina se procedid de la manera siguiente:

Se evapord a sequedad el linoleato de colesterol tritiado (40 uCi, 40
nmoles) que se provee comercialmente en solucion en tolueno. E1 residuo se
disolvid en 0,1 ml de dimetilsulfoxido y la solucidén se agitd enérgicamente
durante 1 minuto. Se afadieron 0,9 ml de una solucion reguladora (20 mM en
Tris/cloruro, pH = 8, 0,15 M en cloruro de sodio y 0,3 mM en EDTA) y luego
se agregd la lipoproteina (t-LDL o t-HDL; 1 mg de proteina en 25 ul de una
solucion 0,15 M en cloruro de sodio y 0,3 mM en EDTA).

Esta solucion se incubd durante 2 hs a 40°C, luego de lo cual se dializd
a 4°C durante 72 hs contra cuatro cambios de 250 ml de solucién reguladora
(20 MM en Tris/cloruro, pH = 7,4, 0,15 M en cloruro de sodio y 0,3 mM en EDTA).
Se retirdo 1a solucion de la didlisis y se centrifugdo a 12000 x g durante 10
minutos a 4°C. La solucion sobrenadante contenia la lipoproteina marcada.

Se determind el contenido de colesterol total en cada lipoproteina por

1.125

el método de Searcy et. a y la actividad especifica de cada una (ver

pig. 118).

f) Incubacidon de cortes de tejido de gldandula parotoide con 3H-t-LDL

y con 3H—t—HDL (1as lipoproteinas marcadas con el linoleato de colesterol

tritiado)

Se realizaron incubaciones de 16 hs en las condiciones empleadas en .
el ensayo a con acetato y mevalonato (ver pdg. 189).

En cada tubo se colocaron entre 10 y 30 mg de tejido himedo con las li-

6

poproteinas marcadas (aproximadamente 7,5 10~ dpm de cada una) por separado,
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con y sin el agregado de colchicina (89 , 1 uM).

Estos ensayos se hicieron por triplicado.

Cuando finalizaron las incubaciones, los cortes de tejido se extrajercr
como se describid en a, excluyendo el paso de hidrdlisis alcalina y los lava-
dos con solucidon alcalina.

La radiactividad incorporada por mg de tejido se determind por centelleo
17quido a partir de alicuotas de los extractos organicos. Estos extractos fue-
ron evaporados y los residuos se cromatografiaron como en a, pero usando ace-
tato de etilo como solvente de desarrollo, con colesterol tritiado y linolea-
to de colesterol tritiado como testigos. Las placas cromatogrdficas se corta-
ron en tiras transversales de 0,5 cm que se eluyeron separadamente con cloro-
formo-metanol (3:1) para medir su radiactividad por centelleo 1iquido.

En el capitulo "Resultados obtenidos" se muestra un perfil cromatografico
tipico para este experimento (ver pdg. 121).

Los valores de incorporacibén de cada 1ipoproteina en el tejido, de in-
corporacion de colesterol total y el porcentaje de hidrolisis del linoleato

de colesterol tritiado incorporado se indican en la Tabla 10.
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RESUMEN

Muy poco es conocido acerca de la biosintesis de bufadiendlidos de sapo:
el resultado mads significativo es que el colesterol resulta un adecuado pre-
cursor biosintético de los mismos.

A partir de ahi se deben descubrir todos los intermediarios de la secuen-
cia biosintética, investigando el posible rol como precursores de compuestos
esteroidales que resulten de una modificacion adecuada del colesterol en el
camino a bufadiendlidos.

140 en C-20 resultaba incorporado

Puesto que el colesterol marcado con
en los bufadiendlidos del veneno de sapos y el mismo compuesto marcado en C-24
no se incorporaba, era muy probable que la cadena lateral de colesterol se es-
cindiera entre C-20 y C-22 durante el proceso biosintético.

Partiendo de esa premisa, en el presente trabajo se decidid realizar la
sintesis de compuestos esteroidales marcados en C-20 o en C-21, que estuvieran
estructuralmente mas relacionados con los bufadiendlidos que el colesterol.

Se sintetizaron: |20-14C| 38-hidroxi-5g-pregnan-20-ona, el mismo compues-

1-14C| 58-colestan-3g-01 (coprostanol 21-

to pero marcado con 14¢ en c-21 y |2
14C). Estos tres compuestos fueron inoculados a sapos intactos con el objeto
de verificar si producian bufadien6lidos radiactivos. E1 coprostanol radiac-

tivo resulté incorporado en el bufadienblido arenobufagina, mientras que los
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otros dos compuestos produjeron veneno inactivo.

Se inoculé en forma paralela colesterol tritiado, como control del en-
sayo.

También se inoculd dcido |2-14C| mevaldnico, comprobdndose la formacidn
de "y-sitosterol" radiactivo, mezcla de esteroles (colesterol, campesterol,
estigmasterol y sitosterol) que se separé en sus componentes, para verificar
que el dnico esterol radiactivo (o sea biosintetizado a partir del dcido me-
valdnico marcado) era el colesterol y que los demds (esteroles tipicos de ve-
getales) no resultaban marcados.

Con el objeto de conocer el origen biosintético del colesterol en las
glandulas productoras del veneno se hicieron ensayos con homogeneizados y con
cortes de tejido de glandula parotoide.

Se incubaron cortes de tejido de glandula parotoide y de higado de sapos
con |1-14C| acetato de sodio y con 15-3H| mevalonolactona, observandose que
en las condiciones experimentales empleadas, s6lo los cortes de tejido de hi-
gado sintetizaban colesterol radiactivo. Como no se producia biosintesis evi-
dente de colesterol de novo en las glandulas parotoides, era de esperar un
aprovisionamiento de colesterol desde el exterior de las células glandulares.

Por ello se aislaron las lipoproteinas de suero sanguineo de sapos, se

125

las marcé con I y se efectuaron ensayos de union de las lipoproteinas a la

membrana celular, midiéndose las constantes de disociacion de los complejos
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1ipoproteina-receptor asi como las capacidades maximas de union. De esta mane-
ra se observd la presencia de sitios de union de alta afinidad para las lipo-
proteinas transportadoras de colesterol.

Para evaluar la posible "internalizacion" de las lipoproteinas, se las
marcé con linoleato de |1,2.6.7—3H| co]e;terol y se incubaron cortes de tejido
de glandula con esas lipoproteinas, con y sin el agregado de colchicina (un
inhibidor de la "internalizacidén"). Se observd la presencia de colesterol tri-
tiado y linoleato de colesterol tritiado dentro del tejido, por lo que se con-

firmd el aporte externo de colesterol.

| bl
Mm/b I— JQ/¢
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