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CAP ITULO 1

INTRODUCCION



GENERALIDADES

E1 conocimiento de 1a toxicidad de los venenos_ge sapos se

remonta a tiempos pretéritos. Médicos de la antigüedad mencionaban nedicinas

preparadas a partir de piel de sapos, y describieron sus efectosúsobre el co­

razón y la respiración.

En los siglos XVII y XVIII. se enlistaron temporariamente a los sapos

desecados comol'bufones exciccati" en las farmac0peas oficiales y se usaron

comodiuréticos contra 1a gota y otras enfermedades, aün antes de que 1as di­

gitalis fueran introducidas por Hithering.

En China y Japón, 1a secreción seca de] sapo chino, muy probablemente

Bufb gargarizans, conocida como Ch'an Su en China o Senso en Japón, se usa

aün hoy para combatir varias enfermedades.

E1 11amadoveneno de sapo es una secreción producida por gïándulas dér­

micas modificadas que están presentes en 1a mayor parte del área de 1a pie]

de] sapo pero concentradas especialmente en la región de] cuello (las glán­

dulas parotoides).

Debido a que e] veneno contiene muchos principios fanmacológicamente

activos, incïuyendo aïcaïoides_ind61icos, no indóïicos y esteroides comolos

bufadienóïidos (bufogeninas) y sus derivados, 1as bufotoxinas, e] interés

por su composición fue en sus principios, farmacológico y no Sistematico.



Mas recientemente se investigó 1a composición de las secreciones de la

piei de sapos con fines de estudios genéticos y evolutivos.

E1 veneno, probablemente excretorio en su función origina] (aunque in­

dudabïemente utiïizado para evitar predadores), contiene productos de pasos

metabóiicos secundarios.

Comose mencionó, en 1a secreción venenosa se encuentran dos grupos de

sustancias tóxicas, asi comootras sustancias sin propiedades farmacológicas

especificas. Los productos tóxicos pueden agruparse en:

1) Los principios cardioactivos, representados por derivados esteroida­

Ies comúnmenteconocidos comobufogeninasl, o sistemáticmnente comobufadie­

nólidos y bufotoxinasz (conjugados de los bufadienolidos con suberilarginina

(;)), los cuales son primariamente responsables de] efecto farmacológico de

1a secreción venenosa.

Ademasde los bufadienólidos, también se han encontrado colesterols (g)

y e1 previamente conocido comoy-sitosterol4’5 (mezcla de colesterol, campes­

terols (g), estigmastero] (g) y sitostero] (5)).

o coora H
HOOC NH

NH,

[0­



R \

HC) H

g_ R = H í

g = CH3

g R = C2H5

2) Los componentes basicos, que comprenden bases de dos tipos quimicos

diferentes: a) derivadas de feniletijamina y b) derivadas de triptamina.

De] estudio de varias especies de sapos de] género Bufb, se verificó que

aunque se encontraron diferencias en 1as bases que se aislaron de cada una

de elias, dificilmente se podia hablar de especificidad de especies.

La aplicación sistemática de diferentes métodos cromatográficos amplió

considerabiemente e] conocimiento que se tenia de 1a distribución de las ba­

ses en muchas especies de sapos. pero no clarifico la comprension de] signi­

ficado biológico de 1as mismas ni el rol que dichas bases cumplen en los ani­

males.

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

Ios venenos de sapos: dopamina? (Q), N-metildopamina7 (Z), noradrenalinaa (g),



adrenah‘nag (g).

2
2

Zb) Entre las bases derivadas de triptamina figuran: 5-hidroxitriptami­

nala (serotonina, lg),'N-metiI-S-hídroxitriptamínall (ll), N-metil-S-metoxi­

triptaminalz (gg), bufoteninall (N,N-dimeti]serotonína, 1;), O-metilbufote­

ninalz (¿1), bufotenidinall (N,N,N-trimetiIserotonina, gg) y dehidrobufote­

ninall (lg).

H RR cnao RR
I l

N N
H H

Q R=R'=H g R=CH3;R’=H
g R=CH3;'=H g R=R'=CH3
1_3 R=R'=CH
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Principios esteroidales cardioactivos

Los principios cardiotónicos esteroidaïes tienen 1a propiedad de ejercer

una acción poderosa sobre e] músculo cardíaco; inyectados en 1a corriente

sanguínea en cantidades muycontroladas son de importancia farmacológica, ya

que aumentan 1a contractibilidad de] corazón y disminuyen la frecuencia sis­

tólica incrementandoasi 1a eficiencia cardiaca.

Los principios que nos ocupan se encuentran restringidos en 1a Naturale­

za a aigunos pocos vegetaies donde se encuentran comoglicósidos y a ciertos

animales en los que se encuentran en forma de agliconas o geninas Iibres o

esterificadas con ácidos comola suberilarginina (l).

Estructuralmente, los principios cardiotónicos esteroidales son de dos

tipos: cardenóïidos y bufadienólidos (ver figura 1).



digitoxigenina bufaïina

(cardenóïido) (bufadienólido)

Figura 1: Ejemplos de los distintos tipos de principios cardiotónicos este­

roidales.

Los cardenólidos son moïécuïas de 23 átomos de carbono, cuya cadena 1a­

tera] consiste en un aniïïo lactónico de 5 miembros, a,B no saturado (grupo

butenólido), caracterizadas además por poseer un grupo hidroxiïo en e] car­

bono 14 con orientación B.

Por su parte, los bufadienólidos tienen 24 átomos de carbono, con un

anilïo lactónico de 6 miembros dobïemente no saturado (a-pirona) comocadena

Iateral y un grupo hidroxilo en posición 14 o un epóxido en 14(15), teniendo

en todos los casos orientación B.



La estereoquïmica de estos compuestos corresponde a 1a de un estero] o

un ácido biliar en Ios carbonos 8. 9. 10. 13 y 17, pero 1a orientación de]

sustituyente en el carbono 14 es B comose dijo, resultando una unión cis

entre 105 aniïlos C y D.

En 105 bufadienólidos, 1a orientación de] hidrógeno sobre e] carbono 5

es s (anillos A y B cia) mientras que en los cardenólidos puede ser a, e o

poseer un dobïe eniace en posición 5(6) (ver figura 2). Los bufadienólidos

vegetales sueïen presentar un doble enïace en 1a posición 4(5).

CPH

H

H H

A/B trans A/B cis

C/D cia C/D cie

Figura 2: Estereoquimica de] sistema tetracicïico saturado de cardenóïidos

y bufadienólidos.



H

H
H

bufalina

H
H

marinobufagina

Figura 3: Ejemplos de bufadienólidos de origen animal.

telocinobufagina



BIOSINTESIS DE BUFADIENOLIDOS

Numerososinvestigadores estudiaron la biogénesis de cardenólidos y de

bufadienólidos y dentro de estos últimos tanto aquéllos provenientes de ve­

getales comode animales.

El grupo de los cardenólidos es el que ha sido más amplia y profunda­

mente estudiadols, pero dado el objetivo principal del presente trabajo no

serán extensivamente discutidos, sino que serán tenidos en consideración

cuando sus relaciones estructurales con los bufadienolidos permitan la com­

paración para un mejor entendimiento de los procesos biosintéticos estable­

cidos.

Bufadienólidos de origen vegetal

Los estudios biosintéticos con este tipo de compuestos se han realizado

en plantas HeZZeborusatrorubeno y en la variedad roja de la SciZZa maritima

o ürginea maritima.

Debidoa la similitud estructural entre cardenólidos y bufadienólidos,

se consideró como probable que la biogénesis de ambos tipos de compuestos

estaria muyrelacionada.

Tschesche y Brassat14 en 1965, suministraron el 3-0-glucósido de |21­

14C| pregnenolona (lla) a ejemplares de Hblleborua atrorubens, determinando



10

que 1a heïïebrina (gg) aislada luego de 16 dias, era radiactiva. Por aceti­

Iación y Iuego ozonólisis (que se sabía que destruia e] anillo Ïactónicoló)

de la helïebrina marcada, se obtuvo un producto inactivo. Este resuïtado in­

dicaba que 1a marcación de 1a hellebrina estaba en e] anillo 1actónico soia­

mente y que por lo tanto, la pregnenolona (¿1) marcada en C-21, se habia in­

corporado directamente y no a través de rupturas degradativas (por ejemplo a

acetato) y posterior sintesis de] bufadienólido (ver figura 4).

—> —>

R Glc-Ram

Figura 4: Incorporación del glucósido de pregnenoïona en hellebrina.

En una experiencia posterior se suministró a ejemplares de 1a planta

antes mencionada, en forma conjunta, |4-14CI pregnenoïona (¿1) y I3a-3HI

6pregnenolonal con e] fin de estudiar e] mecanismode hidroxiïación en 1a

posición 5 de] bufadienólido. Se aisló helïebrina (lg) determinándose que
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14€, pero la relación 3H/MC habia disminuido respecto de lacontenía 3H y

relación existente entre los compuestosinoculados.

Además, en el mismo trabajols, se probaron comoprecursores |16,17-3H2|

3B-hidroxi-Sa-pregnan-ZO-ona (lg) y [16,17-3HZI 3B-hidroxi-56-pregnan-20-ona

(gg), que no resultaron incorporadas.

I'T
,¡T

¡10

Estos resultados permitieron suponer que la hidroxilación en el carbono

5 no ocurría por sustitución directa de un hidrógeno en esa posición con o

sin inversión de configuración, sino por adición de agua al doble enlace

5(6). Además, la retención parcial del 3H en posición 3a indicaba que no era

necesaria la formación de un ceto-derivado en posición 3, pero la pérdida de

3Hencontrada se podia justificar suponiendo que la pregnenolona (o un deri­

vado relacionado) estaba en equilibrio con progesterona (gl) (o un 3-ceto­

derivado) que no intervendria directamente en la sintesis de hellebrina (lg).

Paralelamente a estos ensayos en Helleborus atrorubens, Gros y colabo­

radores realizaron experiencias con la variedad roja de Scilla maritima, en­
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contrando que tanto e] ácido |2-14CI mevaiónicol7 (gg) como 1a IZQ-14€] preg­

nenolonala (ll) se incorporaban a] sciïlirósido (gg), principal bufadienóli­

do de esa pianta, confirmando para este vegeta] los resultados obtenidos por'

Ios investigadores aïemanes.

H ,cn,

H coou
o

g

23

Todos estos resuitados establecían e] probable origen biológico de 21

átomos de carbono de] bufadienóiido vegeta], por 10 que para Ilegar a deter­

minar e] origen de los átomos de carbono 22, 23 y 24 que completarian e]

19’20 a inocular metaboiitos pequeños en ejem­anillo 1act6nico, procedieron

p1ares de 1a variedad roja de 1a SciZZa maritima. Entre eilos, se probaron

acetato y oxalacetato marcado con 14€ en distintas posiciones, demostrándose

que este último era e] donante de los 3 carbonos necesarios para armar e]



20
aniiio 1actónico de 6 miembros.

En suma, lo que se conoce a1 presente sobre 1a biosintesis de bufadie­

nólidos vegetaies comohipótesis Iógica con base en 1as experiencias reaii­

zadas se puede resumir en e] siguiente esquema (figura 5)

C)

\‘ coou I
Hooc'fï /

ác. mevaiónico----->pregneno]ona .......... n.)
(o un 20-ceto­
derivado de] pregnano) H

1L

progesterona (u otro 3-ceto-derivado)

Figura 5: Esquemabiosintético de formación de los bufadienólidos de origen

vegeta].

En cuanto a 1a hidroxiiación en C-14, ha sido demostrado que, en e] caso

de los cardenóiidos, ésta precede a la fonnación de] anilio butenóïido, dado

que probables precursores sintéticos conteniendo e] anilio lactónico pero

faltando e] hidroxilo 148. no resultaban incorporados en e] cardenóiid021,

mientras que intermediarios tipo pregnano con e] grupo hidroxilo en 146 eran

buenos precursores de los cardenólidos (ver pág. 32).

En e] caso de los bufadienóïidos se desconoce si se mantiene 1a secuen­

cia confirmada para cardenólidos dado que no se han lievado a cabo experien­
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los bufadienólidos en sapos, pero que el ácido acético no lo era.

Este razonamiento parece no tener en cuenta el resultado experimental

que indica que el ácido acético es precursor del colesterol en organismos

animale524y en consecuencia resulta dificil explicar que el acetato de so­

dio radiactivo no se incorpore en los bufadienólidos.

Sin embargo, comoel ácido acético es un metabolito primario muyante­

rior al colesterol y ademásparticipa de variados caminos metabólicos, es de

esperar una gran dilución y dispersión de la marca para llegar de acetato a

colesterol y ésta podria ser una explicación de la falta de marcación evi­

dente o detectable en los bufadienólidos.

Estos resultados se han revisado en parte en la presente tesis, traba­

jando con cortes de tejido de glándula parotoide de sapos, comose describi­

rá más adelante.

Posteriormente, otros investigadoresz5 repitieron las experiencias con

[4-140] colesterol (g) en sapos Bufb marinas, encontrando incorporaciones mu­

cho menores en los bufadienólidos que las obtenidas por Sipersteinza.

Los estudios biosintéticos con sapos intactos se ven dificultados por

el lento metabolismo del animal, y por el hecho circunstancial de que aparen­

temente los bufadienólidos se encuentran distribuidos en distintas partes

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

corroboren. Asi, al suministrar marinobufagina (gg) marcada con tritio a sa­
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pos Bufb marinus hembra26, se encontró que al cabo de 90 dias la mayor parte

del bufadienólido radiactivo estaba inalterado en los tejidos ováricos y en

cantidades menores en el tracto gastrointestinal, mientras que en el veneno

extraido de las glándulas se encontró muypoca marinobufagina (gg) radiacti­

va, siendo la telocinobufagina (gg) el producto principal de conversión,

aunque ésta no pudo ser identificada correctamente. Este ültimo dato indica­

ria una posible interconversión entre los bufadienólidos.

Por otra parte, esta experiencia de estudio de distribución de los bu­

fadienólidos en el organismo animal, puede tener poco valor si se considera

que es muyprobable que los bufadienólidos no sean transportados a través de

las membranasde los tejidos que los producen y que al inyectar marinobufa­

gina (gg) en el torrente sanguíneo es lógico que se acumule en distintas

partes, sin por ello ser una distribución natural.

En otros ensayos, Gros y colaboradoresl7’27 probaron que el ácido meva­

lónico (gg) marcado se incorporaba en el veneno de sapos Bufb paracnemis,

pero sólo en la fracción denominada y-sitosterol (que comoya se mencionó

es una mezcla de sitosterol (g), estigmasterol (g), campesterol (g) y coles­

terol (g)), pero no se incorporaba a los bufadienólidos. Esto replantearia

el problema suscitado con el acetato en la experiencia de Siperstein et aZ.2 .

Conel objeto de comprobar si el anillo lactónico de los bufadienólidos

en animales y a semejanza de lo hallado para sus homónimosvegetales, tenia

3
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su origen en una condensación entre un derivado esteroidal del tipo 20-ceto­

pregnano con una molécula pequeña que proporcionarïa los 3 átomos de carbono

que restan para formar dicho anillo. distintos grupos de investigadores in­

yectaron, por una parte [4-14CI pregnenolona (11) a sapos Bufb marinuszs, y

5 .27
por otra, IZQ-14€] pregnenolonaz aa sapos Bufb paracnenna . En ambos casos

se obtuvieron resultados negativos. ya que la marinobufagina (gg) aislada de

esas experiencias no era radiactiva.

H
OH Ho OH

En una experiencia posterior se inoculó |zo-l4c| colesterol (g)28 a sa­

pos Bujb paracnemi327 y la marinobufagina (gg) aislada al cabo de 78 y 107

dias resultó poseer radiactividad. Por oxidación del bufadienólido al ácido

etiánico correspondiente, previa acetilación, y degradación de Schmidtde

dicho ácido. se determinó que toda la actividad del bufadienólido se encon­

traba en el carbono 20 (ver figura 6)27a.



H
H H

l1) Aczo. Piridina
2) KMnO4

I
CNDH

' l l) N3Na
co2 (Baco,) <- Ac H

Figura 6: Demostración de la marcación en C-20 de] bufadienólido Iuego de

inocular [20-14CIcolesterol.

Este resuïtado positivo, unido a los negativos obtenidos con derivados

de] pregnano, llevaron a suponer que en e] caso de Ios sapos. e] coiesterol

podia ser transformado inicialmente en un intenmediario con estructura de

ácido biliar29 (por ruptura de 1a cadena 1atera1 entre los carbonos 24 y 25).

e] que Iuego seria convertido en Ios bufadienóiidos sin necesidad de conden­

sación posterior con otra moïécula más pequeña ya que e] intermediario ten­

dria todos los carbonos necesarios para formar e] anillo a-pirona.
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E1 hecho de haberse aisïado 7B-hídroxic01ester01 (gg) y 7a-hidroxico­

lestero] (¿1) de] veneno de sapos], compuestos que son intermediarios cono­

30’31, apqyaba esa hipótesis, a pe­cidos en 1a biosïntesis de ácidos biïiares

sar de que no se encontraron 7-hidroxibufadienóïidos en dicho veneno.

Por otra parte, Cheny Osuch inyectaron a ejempïares de Bufb marinus,

e] éster metïïico de] ácido |24-l4cl 3a-hidroxi-53-colánico (gg), e] ácido

|24-I4CI 3a-hidroxi-SB-colánico (gg), el éster metílico del ácido 33-formoxi­

SB-colánico marcado con tritio (gg), e] ácido |24-14CI 3B-hidroxí-53-coïánico

(gl) comosa] sódica y Ios ésteres metïlicos de los ácidos 3B-hidroxi-5a-co­

Iánico (gg) y 36-acetoxicol-5-énico (gg) marcados con tritiozs.

H H H “OH

¿6. 27.

con oon’

Hcr H R H

QR=CH3 ¿QR=Hco;R'=CH3gh“ ¿“Rua
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oocu, OOR'

g 33 R=Ac;R'=CH3
g R=R'=H

Los autores mencionados encontraron que los compuestos hidroxilados en

3a no se incorporaban en Ios bufadienóïidos pero si Io hacían los isómeros

38. Unaprueba definitiva requeriría verificar, en e] caso de 105 precurso­

res marcados con 14€, que e] carbono ¿4 de los bufadienólidos estuviera mar­

cado, experiencia que no fue realizada. Ademáslos bufadienólidos fueron pu­

rificados por cromatografía en placa preparativa, e identificados solamente

por ccd, con 10 cua] los resultados obtenidos son de dudoso valor, aunque

apoyarian 1a teoria de un intermediario "tipo ácido biliar" en e] camino

biosintético que nos ocupa.

Cone] objeto de verificar esta hipótesis, otro grupo de investigadores

sintetizó |24-l4cl coiesteroi'31“(g) y e'I ácido |24-l4c| 3B-hidroxic01-5-énico

32’33 (gg) y 105 utilizaron en ensayos biosintéticos con sapos Bufb paracne­

mis intactos. En ambos casos 1as experiencias indicaron que los productos

ensayados no resuitaron precursores de los bufadienoïidos de origen anima134.

Teniendo en cuenta estos resultados negativos, se descartarïa 1a hipó­
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tesis del precursor con cadena de ácido biliar, al menos en las condiciones

experimentales empleadas, es decir, utilizando para los ensayos animales in­

tactos.

Se reconsideró entonces la posibilidad de que en animales el proceso

biosintético transcurriera a través de un intennediario del tipo 20-ceto­

pregnano, pero estructuralmente más cercano al producto final que la pregne­

nolona. Esta reconsideración de la hipótesis primaria, comose describe en

el capitulo Objetivos, motivó el inicio de este trabajo.



CAPITULO 2

QEQETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACLQ!
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El objetivo fundamental de este trabajo fue continuar el estudio del

proceso de la biosintesis de bufadienólidos de origen animal.

Con base en los datos de que se disponia acerca de las diversas experien­

cias realizadas utilizando compuestosmarcados con trazadores radiactivos y

tomandoen cuenta los conflictivos resultados obtenidos (véase el capitulo

Introducción, biosintesis de bufadienólidos), se decidió en principio replan­

tear el problema considerando los mecanismos biosintéticos conocidos para la

formación de compuestoscon estructura esteroidal.

Deello son de destacar las siguientes consideraciones:

Es extremadamente probable que los bufadienólidos de origen animal pro­

vengan de colesterol, el esterol más abundante en los organismos animales,

dada la relación estructural entre ambos, o provengan de otro intermediario

esteroidal estrechamente relacionado con el colesterol y que esté en el ca­

mino biosintético o metabólico 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 bufadienólidos.

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

directa su rol de precursor de bufadienólidos en saposza, mientras que para

el caso de mevalonato, las experiencias realizadas indican que el mismoes

incorporado en el colesterol glandular y hepático pero no en bufadienólidosl7’zï
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El propio colesterol, marcado con 14€ en C-4 y en C-20, se incorpora en

la marinobufagina23’27a; en el último caso se demostró por degradación, que

el C-20 de la marinobufagina era el exclusivo portador de la marca. Esta evi­

dencia es la más firme que se encuentra en la literatura.

Aceptado el colesterol o por seguro el sistema tetraciclico del mismo

comoprecursor, quedaban por investigar los pasos hasta los bufadienólidos,

los intermedios que existían en el camino, enzimas que catalizaran las trans­

formaciones y los lugares donde se producían estos intermediarios.

Desde el punto de vista de un quimico orgánico, el problema está funda­

mentalmentedirigido 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

ción de las experiencias que permitan dilucidar las estructuras de los men­

cionados intermediarios.

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

acetato, pasando por mevalonato, escualenoss, etc. pero no es conocido si el

sitio donde se biosintetizan los bufadienólidos, es también aquél donde se

biosintetiza colesterol de novo.

ha sido previamente establecido que los bufadienólidos se sintetizan en

las glándulas de la dermis presentes en la mayor parte de la piel de los sa­
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pos, aunque concentradas y de mayor tamaño en la zona ubicada detrás de los

ojos (las glándulas parotoides), y además que el llamado l'veneno de sapo" que

elaboran esas glándulas también contiene colesterol3, aunque se desconoce si

ese colesterol, hipotéticamente usado para la biosintesis de bufadienólidos.

se sintetiza en las glándulas o proviene del hïgado o de otros órganos a tra­

vés de la corriente sanguínea.

Si se considera el bufadienólido más sencillo, la bufalina (gg) y se lo

comparacon colesterol (g), se puedenobservar las diferencias estructurales

entre ambos compuestos:

352

De ello, uno de los pasos teóricamente necesarios para transfonmar co­

lesterol en bufadienólidos (en este caso, bufalina) es la ruptura de la ca­

dena lateralhdel esterol puesto que éste contiene 27 carbonos. mientras que

un bufadienólido posee sólo 24 carbonos. Es conocido que los sitios más fa­

vorecidos de ruptura enzimática de la cadena lateral son aquéllos donde exis­
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ten ramificaciones, por lo que habria tres rupturas probables de dicha cadena

lateral, que están avaladas por las conocidas transformaciones de colesterol

en ácidos biliares, pregnanos y androstanos36 respectivamente.

a (C24‘c25) COOH

b a

C

b (czo'czz) A

H

c (c17'czo)

La primera, ruptura entre C-24 y C-25, productora de una cadena lateral

de tipo ácido biliar, conduce al nümerojusto de carbonos y sólo harian falta

hidroxilaciones y deshidrataciones para completar el anillo lactónico de los

bufadienólidos.

La segunda, ruptura entre C-20 y C-22, apoyada por el conocimiento de

que los bufadienólidos de origen vegetal provienen de pregnenolona, conduce

a un 20-ceto-derivado al que le faltarïan 3 átomos de carbono para formar el
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anillo a-pirona. En el caso de los bufadienólidos de origen vegetal ha sido

establecidozo que el oxalacetato podria proporcionar los átomos 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 mencionadoanillo lactó­

nico.

Las experiencias realizadas con colesterol marcado con 14Cen el C-2027

y con colesterol marcado en el C-2434, demostraron que el C-20 del esterol

quedaba formando parte del bufadienólido marinobufagina mientras que el C-24

era eliminado durante la formación del bufadienólido, por lo que la ünica

ruptura posible de las tres mencionadas, que concordarïa con los resultados

logrados con colesterol marcado, es la segunda, entre C-20 y C-22 conducien­

do, comoya se señaló a un intermediario tipo pregnano.

Otra de las transformaciones necesarias para obtener bufalina a partir

de colesterol, es la hidrogenación estereoespecïfica del doble enlace 5(6),

para ubicar al hidrógeno en C-5 orientado 3, o sea lograr unión cis entre

los anillos Ay B. Esta hidrogenación podria ser directa aunque no hay ante­

cedentes, o bien pasando por un intermedio ¿4-3-ceto y posterior reducción

comoocurre con cardenólidos37 y con ácidos biliaressa, lo que se puede ejem­

plificar con digitoxigenina (gg) y ácido cólico (gl) respectivamente:
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Secuencia biosintética de digitoxigenina a partir de coïesteroï.

—>

colesterol pregnenoïona

‘¿1

¿J::::Ï:ÏES::ÉEÉÉ; lio
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progesterona Seepregnanolona

H
A/

gig? H—>
H H ¡+0 H

14B-hidroxirss-pregnanoïona 146,21-dihídroxi-55-pregnano]onao/
I

OH

H H ï
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Secuencia biosintética de ácido c61ico a partir de colesterol.fifi
H0 H “OH

coïesteroi 7a-hidr0xíc01ester01
‘K/fifi

“OH “OH
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7a,12a-díhidr0xi-4-co]estenona 7a,12a-dihidroxicoprostanona
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H OH H0

3a,7u,12a-coprostanotri01 3a,7u,12a,26-coprostanotetr01
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00H 00H
QFI

—->r —->»

" ‘1)H
HC) H

áC. 3a,7a,12a+trihidroxi- 37
26-coprostanoico

Otro paso de singular importancia y que no tiene paralelo en otros es­

teroides de origen anima] es la hidroxilación en e] C-14 con orientación B,

conducente a una estereoquimica cie entre Ios aniiios C y D.

Aigunos esteroides de origen vegeta], por ejempio los cardenóiidos, tam­

bién poseen un hidroxiio en posición 14 con orientación B.

Esto es de especia] interés, ya que es conocido39 que 1a hidroxiïación

de esteroides en átomos de carbono no vinïiogos ocurre por desplazamiento di­

recto de un hidrógeno con retención de configuración, o sea que el hidroxilo

entrante asume 1a estereoquimica de] hidrógeno saliente.

40-42 43,44 ( 45Dadoque coiesterol (g), pregnenolona 11) y progesterona

(g¿), que poseen e] hidrógeno en posición 14 con orientación a, se incorpo­

ran a ios cardenóiidos, seria de esperar que si 1a hidroxiiación ocurriera

por e] mecanismo conocido, se obtuvieran productos con un hidroxiio 14a en

1ugar de 148, como reaimente ocurre.

Para justificar este hecho, Caspi y Lewis46piantearon dos hipótesis,
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partiendo de la suposición comúna ambas de que, en un precursor esteroidal

con el hidrógeno en posición 14a (gg), ocurriera una hidroxilación normal

dando un 14u-hidroxi-derivado (gg), el cual se invertirïa al compuesto 14B­

hidroxilado. La primera parte de esta teoria se ve apoyada por el aislamien­

to de esteroides 14a-hidroxilados de plantas47’48.

Unade las hipótesis supone que la secuencia de inversión se inicia por

deshidratación del alcohol terciario para producir la olefina 14(15) (gg),

que por oxidación por la cara B daria lugar al 148,153-epóxido (1;).

La existencia en la Naturaleza de bufadienólidos conteniendo agrupacio­

nes 14B,153-epóxido sirve comoantecedente para el apoyo a esta suposición.

Finalmente, la apertura reductiva del epóxido (3;) por ataque en el

carbono 15 produciría el alcohol 146 tal cual lo muestra el esquema siguien­

te:

R R R

¿tb a ¿b —» —»l O

H óH

32 .33. 5.9

R

—> -—>

OH

41 42
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Aiternativamente, 1a deshidratación de] a1coho] 14a podria dar iugar

a 1a oiefina 8(14), que por oxidación estereoespecifica conduciria a un 83,

14B-epóxido, que por ataque reductivo en e] carbono 8 produciría e] alcohol

14s (1g).

La segunda hipótesis de Caspi y Lewis46 supone que e] proceso de inver­

sión de configuración de] grupo hidroxilo en e] carbono 14 puede ser por ra­

dicaïes 1ibres y no iónico, teniendo en cuenta que 1a biosintesis de carde­

4a4asonóiidos ocurre en ias hojas Por influencia de 1a qu soiar el l4u­

hidroxi-derivado (gg) podria originar e] radica] oxi (5;). Este tipo de radi­

7
ca1es se reordena a radicaïes ceto4 como55, flé_y gg.

R

.91

R

_ es g
R .

fi

Posteriormente, e] cierre de] aniilo podria ocurrir con inversión de 1a

configuración en e] carbono 14 dando e] radica] 148-0xi (31) y finaimente e]
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alcohol 148 (5g).

Por otra parte, en ninguna de 1as dos hipótesis 1a hidroxiiacion inicia]

está limitada a] carbono 14, sino que puede ocurrir en los carbonos 8 6 15 y

1uego esos hidroxicompuestos podrian transformarse en un a1coh01 14s por me­

canismos simiiares a ios propuestos.

Para probar estas hipótesis se efectuaron numerososensayos.

A pesar de que 1a progesterona (gg) era precursora de los cardenólidos

45, se demostró que 1a 14a-hidroxiprogesterona (gg) no lo era46. Por otra

parte, resuitaron buenos precursores 1a |15,16-3H2| 3B.14B-dihidroxi-53-preg­

nan-20-ona (32) y la I3a-3Hl 3B,146,21-trihidroxi-SB-pregnan-ZO-ona (gg), lo

cua] indicaba que 1a hidroxilacion en e] carbono 14 ocurría con anterioridad

a 1a fonnación de] anilio butenólido.

0-.I OI OI

48 a 2

Canonica y colaboradoressl utiïizando ácido mevaïónico dobiemente marca­

do, (3R) |(2R) 2-3H-2-14cl, como también una mezcla de ¡153-3Hl y ¡4-14cl'

progesterona (gg) y también una mezcla de |15a,156,21,21,21-3H5| y |4-14CI
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pregnenolona (¿1), en distintos ensayos biosintéticos, demostraron que los

hidrógenos de carbono 15 de los precursores no intervenian en el mecanismo

de hidroxilación 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 intervención del hidrógeno en C-8, la literatura

ofrece dos experiencias que se contradicen.

Caspi y colaboradoressz encontraron que administrando una mezcla de |86­

3H] colesterol (g) y |4-l4cl colesterol a plantas Digitalis Zanata, se obte­

nían cardenólidos radiactivos en los que la relacion de isótopos 3H/14C,te­

nia igual valor que la medida para la mezcla inicial de precursores.

Segün este resultado, el hidrógeno en 83 no intervendrïa en la introduc­

ción biológica del hidroxilo en 146, o sea quedarían eliminados los interme­

diarios con doble enlace entre C-8 y C-14, comoasi también aquéllos con in­

saturación 7(8) y 8(9).

Sin embargo, Tschesche y Kleffss administraron |7-3H| 53-pregn—8(14)-en­

3,20-diona (5;), I7a-3HI pregnenolona (gg) y [6-3HI 7,8-dehidroprogesterona

(gg) a plantas D. Zanata encontrando que los dos primeros eran precursores

de digitoxigenina (gg) pero no el último,

Estos ultimos autores, sobre la base de sus resultados propusieron que

la hidroxilación en C-14 podia ocurrir por formación del epóxido 83,143 y

apertura reductiva del mismo.
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Esta hipótesis resuïta apoyada porque entre 105 productos de hidrogena­

ción catalitica de 1a adinerigenina (gg) se identificó a 1a dihidrodigitoxi­

genina53 (gg), con 10 cua] e] 83,146 epóxido podria transformarse reductiva­

mente en un a1coh01 148.

s_1 2 2

o

I

H

HO H H H

5_4 5

Con Ios datos existentes hasta e] momento, no es posible estabïecer e]

mecanismo biosintético de 1a hidroxiïación B en e] carbono 14 para 105 car­

denólidos.

En e] caso de Ios bufadienólidos, todavia no se han realizado experien­

cias en ese sentido, pero si comoocurre con cardenóïidos, 1as hidroxiïacio­
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nes y arreglos de] sistema tetracïclico tienen ïugar antes de 1a formación

de] anillo 1act6nico (en este caso a-pirona), entonces puede suponerse que

10s tres pasos necesarios (para e] ejemplo de 1a bufaiina) son: 1a hidroge­

nación en 55, 1a hidroxilacion en 148 y 1a modificacion de 1a cadena lateral

de] coiestero], pero en principio desconociendose la secuencia con que ocu­

rren.

En la figura 7 se piantean las pOsibilidades hipotéticas que conducirian

desde coiestero] hasta un bufadienolido, teniendo en cuenta por 10 antedicho,

que las modificaciones en e] sistema tetraciclico se producirian antes de 1a

fonnación de] anilio a-pirona y que 1a ruptura de 1a cadena lateral de coles­

tero] ocurre entre C-20 y C-22 exclusivamente.
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coïesteroï

H

0

___ H H
14s

bufalina

Figura 7: Posíbïe esquemabíosintético de coïestero] a un bufadienólido

de origen anima] (en este caso, bufalina).
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Comoya se ha indicado, colesterol y pregnenolona (subrayados en la fi­

gura 7) marcados en C-20, habian sido ensayados en experiencias biosintéti­

cas con sapos intactos con distintos resultados, ya que mientras se logró

incorporación positiva para el primer027a,para el segundo resultó negativa

18,27.

En el presente trabajo, y tratando de esclarecer el mecanismode biosïn­

tesis que nos ocupa, se pretendió aproximarse estructuralmente al producto

final y para ello se realizo la síntesis de las sustancias recuadradas en la

figura 7: 38-hidroxi-SB-pregnan-ZO-ona marcada en C-20 con 14€, la misma mar­

14C y se pro­cada en C-21 con 14€ y 55-colestan-3B-ol marcado en C-21 con

baron sus posibles roles comoprecursores de los bufadienólidos de origen

animal.

En los dos primeros casos, se trataba de 20-ceto-pregnanos con estereo­

quïmica cie 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 comoen 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 14€, no habían sido sintetizados hasta el momentol

Comoya se habia indicado un precursor simple como el ácido mevalónico

resultaba incorporado en el colesterol componentedel "veneno glandular“,



38

pero no existían pruebas concretas sobre la biosïntesis de novo de colesterol

en glándulas parotoides.

Por ello, otro de los objetivos perseguidos en el presente trabajo, fue

el de establecer el origen biosintático del citado colesterol glandular.

Comotodas las experiencias realizadas eran llevadas a cabo con animales

intactos, permanecía desconocido si el colesterol que se transformaba en bu­

fadienólidos en las glándulas de la piel de los sapos, era sintetizado de no­

vo por las glándulas mismas o se formaba en otro lugar y luego era traslocado

a las glándulas.

Para saber si las glándulas venenosas eran o no capaces de sintetizar

colesterol db novo se realizaron incubaciones in vitro con |1-l4cl acetato

de sodio y |5-3HI mevalonolactona con cortes de tejido de glándula parotoide

de sapos Bufb arenarum y los resultados de incorporación de marcación se com­

pararon con aquéllos obtenidos en experimentos similares realizados con cor­

tes de tejido de higado de los mismos sapos.

Además,en un intento de verificar la probable provisión de colesterol

a la glándula a través de lipoproteïnas transportadoras, se investigó la pre­

sencia de sitios de unión de las lipoproteïnas en las membranasplasmáticas

glandulares y la incorporación de las lipoproteïnas dentro del tejido glan­

dular.

Comotambién se habia indicado (pág.16), de la inyección de ácido meva­
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lónico radiactivo se había aisïado 1a fraccion Ilamada “y-sitosteroï" radiac­

tiva. Esta mezcla de esteroïes, que en ccd se comporta como un solo producto,

contiene coïesterol y otros esteroles con cadena lateral ramificada (pág.2)

que son considerados de origen vegeta].

Era importante conocer si 1a radiactividad estaba presente sólo en e]

coïesterol o también en los otros esteroles, para determinar si los sapos Ios

biosintetizaban o solamente los ingerïan con 1a dieta.

Para eïlo se separó el "y-sitosterol" en sus componentesy se los anali­

zó para ver cuál o cuáïes eran los responsabïes de 1a radiactividad.



CAPITULO 3

DESCRIPCION DE LA LABOR REALIZADA
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A) PROCESOS SINTETICOS

A.1) SINTESISAQE3g-HIDROXIPREGNA-5,16-DIEN-20-Qfifi_(52).

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

cado en e] C-20, fue el siguiente:

Ac

gg

Ac a
1) CH3MgBr,éter

+
2) H30 , A

‘ .C-20

H

gg
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Este esquema, con pequeñas modificaciones ya se habia utilizado previa­

mente54’25apara la obtención de pregnanos a partir de androstanos.

En este caso, la sintesis se realizó para probar condiciones óptimas de

cada una de las reacciones de la secuencia, con vistas a ejecutar las mismas

con otro esteroide de partida, cuya ünica diferencia con el compuestogg es

que estaria reducido el doble enlace A5 con una estructura de 53-androstano.

Además, como la marcación isotópica, segün este método, debia introdu­

cirse en el primer paso utilizando cianuro marcado, todos los pasos debian

controlarse de tal modode obtener el mayor rendimiento quimico y radioquimi­

co posibles.

a) Obtención de la cianhidrina (56-v57 ).

El método de Porto y Groszsí modificación del de Butenandt y Schmidt­

Tomé54, que consistía básicamente en el calentamiento a 80°C de un tubo ce­

rrado en forma de Y invertida conteniendo en una rama una solución etanólica

del esteroide Eg_máscianuro de potasio, y en la otra rama ácido acético, in­

virtiéndose el tubo para mezclar los componentes antes del calentamiento, no

dio resultados satisfactorios aunque se probó en numerosas oportunidades.

En consecuencia, se ensayó otra técnica55 en la que se agregaba el ácido

acético lentamente durante 2 hs a la solución del esteroide éfi_en etanol y

el cianuro de sodio sin disolver contenidos en un balón cerrado con un tapón

de látex y mantenido a 10°C.
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Este üïtimo métododio resuïtados prácticamente cuantitativos utiïizando

un exceso de 10 a 1 de cianuro con respecto a esteroide.

Pero comoe] cianuro a uti1izar más adelante, debia ser [14€] cianuro

de sodio, pese a1 óptimo rendimiento quimico respecto de] esteroide, esta re­

]ación conducirïa a un rendimiento radioquimico muy bajo (un máximo de 10%,

sin considerar 1as di1uciones).

Por e] contrario cuando la relacion de los reactivos fue 1 a 1 e] ren­

dimiento quimico decreció a un 20-30%respecto de] esteroide.

Teniendo en cuenta además, la dificuïtad de separar 1a cianhidrina 51_

de] compuesto carbonïïico ág_por métodos cromatográficos (dicha cianhidrina

se descomponïa parcialmente perdiendo ácido cianhidrico y regenerando e] com­

puesto de partida cuando se 1a intentaba purificar por ccd preparativa de

aiümina o silicagel), se decidió probar con otras reiaciones de reactivos.

Asi se ensayaron reïaciones 5:1, 2:1 y 2,5:1 de cianuro a esteroide,

verificándose que esta üïtima conducía a un rendimiento de aproximadamente

80%de] compuesto El a partir del compuesto 2Q.

Puesto que los dos rendimientos, e] quimico y e] radioquïmico (en e] ca­

so de usar cianuro marcado) estaban en contraposición, se consideró adecuada

comouna soïución intermedia, 1a relación 2,5:1 de cianuro a compuesto car­

bonïlico.

Es necesario destacar que aunque esta reacción conduce a una mezcla epi­
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mérica en C-17, 1a dificultad desaparece en 1a siguiente reacción de deshi­

dratación, ya que los dos epimeros dan 1ugar a1 mismo producto 5g,

b) Deshidratación de 1a cianhidrina (57-*-Sg) (57-* 519).

Se siguió en principio 1a técnica emp1eada por Porto y Grosz5í es

decir un caïentamiento en tubo cerrado a 150°Cde la cianhidrina 21 disueïta

en piridina y con el agregado de un deshidratante comoel oxicloruro de fós­

foro. Estos autores describieron un rendimiento de 50%, mientras que Bute­

nandt y Schmidt-Tomé54 describian 79%para 1a misma reacción.

Durante 1a reacción (90 minutos) se observó un progresivo oscurecimien­

to de 1a mezcla y a] finalizar se obtuvo una solución de color casi negro.

E1 producto, aisïado en 1a forma habitual por extracción, se cromatogra­

fió para obtener e] compuesto gg, pero con un rendimiento no mayor que 50%.

Estas observaciones motivaron la büsqueda de algún otro método deshidra­

tante más suave o más efectivo.

Teniendo en cuenta que se trataba de un hidroxilo terciario, se pensó

que un posib1e método era calentar 1a cianhidrina con anhídrido acético a

reflujo. En reaïidad esto condujo a] compuesto acetiïado en C-17 (223), no

produciéndose 1a deshidratación buscada.

Tambiénse probó e] uso de cloruro de tioniïo a diferentes temperaturas,

pero no se obtuvo e] compuesto que se deseaba lograr.

En consecuencia, para 1a reacción de deshidratación se utiïizó e] méto­
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do de] oxicïoruro de fósforo ya mencionado.

c) Obtención de 1a dehidrogregnenoïona (58-’-59).

Siguiendo 1a misma técnica conocidazsase efectuó 1a reacción de

Grignard con bromuro de_meti1magnesio sobre e] nitrilo EQ.

La reacción es más 1enta que con un compuesto carboniïico y debio efec­

tuarse con un gran exceso de reactivo organomagnésico en éter y calentamien­

to a reflujo durante 46 hs.

E1 compuesto nitrogenado intenmedio se hidroïizo caïentándolo en medio

ácido acético para conducir a 1a metilcetona deseada (52) con un rendimiento

de 57%1uego de recristalizada.
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A.2) SINTESIS DE¿g-HIDROXI-SB-PREGNAN-ZO-ONA(g).

E1 esquema sintético a seguir era esenciaïmente e] mismoque e] re­

cién descripto para 1a obtención de] compuesto 52.

Ac 02——>
Piridina

gg
NaCN, EtOH, AcOH, 10°C

N Ac N H

Aczo, A
<———

62a 62.__ A _
Ac H C H

P3933.
1r1 1na 1500€

N L c-2o
1)CH3MgBr——>

+
Ac 53 2“3° H 64

H — H _

Hz/Pd-C

H .
H 65
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Es necesario aclarar que al producto buscado (95), no era conveniente

sintetizarlo por hidrogenación directa de 1a dehidropregnenolona gg, ya que

es conocidoás que 10s compuestos con hidroxilo 3B y con dobïe ligadura 5(6),

se reducen preferencialmente originando productos con Orientacion o de] hi­

drógeno en C-5, es decir estructuras saturadas en las cuales la unión entre

ios anillos Ay B es trans, contrariamente a] proposito deseado.

Lo mismohabria ocurrido de haber intentado obtener Ios compuestos redu­

cidos QQó fil_(con hidrógeno orientado 53) a partir de] acetato de androste­

nolona 29.

Esta dificuïtad para obtener los esteroides A/Bcia con hidroxilo 3B,

a partir de aquéïlos con doble ligadura 5(6) se evidencia en parte en el dis­

tinto precio que tienen estos productos en e] comercio: compuestos comoe]

99_o el fil_tienen un precio cincuenta veces mayOr que e] compuesto Éfi¿

Estoexp1icaporquése hizo1asintesis anterior(ïáïáíga

gg) para ensayar y poner a punto las reacciones con un esteroide muchomás

barato.

Ademásse consideró que la diferencia estructural y conformaciona] entre

los dos compuestos de partida (ggíyrggp (sistema piano de 1a doble ligadura

en 59_versus unión A/B cia en SEDno presentaría mayores influencias sobre

las reacciones en e] anillo D o en 1a cadena lateral.

a) Acetilación de] alcohoï en C-3 f60-*'61).
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Se realizó en las condiciones habituales con anhídrido acético y pi­

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

tación posterior.

b) Obtención de la cianhidrina (61-—>62).

La reacción se llevó a cabo con una relación 2,5:1 de cianuro de so­

dio a esteroide en las condiciones ya ensayadas para obtener la cianhidrina

2.

Comoel cianuro de sodio es poco soluble en el solvente de la reacción

(etanol), esta comienza en fonna heterogénea. Esto que de por si puede dis­

minuir el rendimiento de la reacción, se ve agravado por el hecho de que el

cianuro marcadonecesario para la sintesis radiactiva posterior, se provee

dentro de una ampolla de vidrio, comouna delgada pelicula de sólido adheri­

da a las paredes de la ampolla. Para agregar el cianuro marcado al balón de

reacción, se debe entonces cortar la ampolla, luego romperla en pequeños pe­

dazos y agregar estos trozos de vidrio al balón. Esto dificulta la agitación

y por ende puede disminuir el rendimiento aün más.

Para hacer los ensayos lo más similares posibles a aquél en que se de­

bia usar el cianuro marcado, tanto en la obtención de la cianhidrina EZ_como

'en la de la cianhidrina 92, se agregaron al balón unos cuantos trozos de vi­

drio semejantes a los que resultarian cuando se usara el cianuro radiactivo.
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c) Deshidratación de la cianhidrina (62-—’63) (62-’ 62a).

Al igual que en la síntesis anterior, se trató de lograr una reacción

de deshidratación más suave, con mayor rendimiento y más segura (teniendo en

cuenta además, que el calentamiento en tubo cerrado implica un riesgo grande,

cuando se trabaja con productos costosos).

Se ensayó calentar a reflujo con anhídrido acético o con anhídrido acéti­

co más ácido clorhídrico (c) y en ambos casos se obtuvo sólo el producto diace­

tilado en C-3 y C-17 (ggg)r Conácido p-toluensulfónico en lugar de ácido

clorhídrico, se obtuvo una mezcla de varios productos.

El diacetato Qgg_secalentó a 160°Cen alto vacío, para tratar de elimi­

nar ácido acético, pero sublimó sin variación.

Tambiénse intentó un método utilizado en la eliminación de ácido acéti­

co de la cadena lateral de corticoidess7

Ac Ac

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 fósforo sobre el compuestogg,
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pero se obtuvieron varios productos, ninguno de los cuales era el deseado.

En consecuencia se volvio a realizar la deshidratación con oxicloruro

de fósforo en piridina en tubo cerrado. pero variando la temperatura, el

tiempo de calentamiento y la cantidad de reactivo.

Se encontró que las mejores condiciones eran 150°C y 30 minutos con pe­

queña cantidad de oxicloruro de fósforo y aunque el producto se oscurecïa

mucho, luego de purificación por cromatografia, el rendimiento en el producto

buscado gg aumentó (60%) con respecto al metodo utilizado para obtener al

compuesto gg.(50%).

d) Obtención de la metilcetona (63-a-64).

La reacción de Grignard efectuada sobre el nitrilo gg dio buen ren­

dimiento de producto gg_(so%) tanto con bromuro como con ioduro de metilmag­

nesio.

e) Bgducción del doble enlace 16(17) de la metilcetona conjugada_(gg:;_

->65 .

La hidrogenación catalïtica del producto gi deberia 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 a, comolos pregnanos naturales.

La reacción de hidrogenación con paladio sobre carbón condujo efectiva­

mente a un solo compuesto, la 3B-hidroxi-58-pregnan-20-ona (gg).
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A.3) SINTESIS DE IZQ-1461Agg-HIDROXI-SB-PREGNAN-ZO-ONA (gg).

N H

I
. KCN l

EtOH

Ac ACOH Ac

H El 10°C H 55

POC13, Piridina, 150°C
Í

N

1)CH3MgI‘.—
2 H o+

H ) 3 A

Nuevamente, e] esquema fue e] mismo, sóïo que se utilizó cianuro de

potasio radiactivb en Iugar de cianuro de sodio, por disponer en ese momento

de la sa] potásica. Además,en e] paso 67-’-68 se uti1izó ioduro de meti]­

magnesio en lugar de] correspondiente bromuro, por mayor simplicidad en e]
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manejo (el bromuro de metilo es un vapor a temperatura ambiente, mientras que

el ioduro de metilo es un liquido).

De todas maneras, se ensayaron previamente ambas reformas para comprobar

que no se variaban los rendimientos.

Conviene indicar que Butenandt y Schmidt-Tomé54habian informado que la

reacción de Grignard no era satisfactoria cuando usaban ioduro de metilmagne­

sio, pero las pruebas realizadas en este trabajo establecieron que podian

utilizarse ambosreactivos sin modificaciones en el rendimiento.

En la primera reacción, considerando la relación 2,521 de cianuro a es­

teroide, se utilizaron 100 mg de cianuro de potasio para 200 mg de compuesto

6;, Esto implicó una gran dilución de la actividad especifica del cianuro ra­

diactivo (1,06 mg de act. esp. 61,1 mCi/nmol) 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 (62) suficientemente puro.

La mezcla de cianhidrinas epiméricas gg_con actividad especifica 0,65

mCi/mmolse trató en la forma ya mencionada en la sintesis anterior, con oxi­

cloruro de fósforo en piridina a 150°Cdurante 30 minutos y el producto ais­

lado (62) luego de purificación por cromatografía tenia una actividad espe­

cifica de 0,66 mCi/mmol. Este compuesto por reacción con ioduro de metilmag­

nesio produjo la metilcetona gg con actividad especifica 0,66 mCi/mmol,que
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por hidrogenacion catalitica condujo al producto buscadogg con actividad

especifica 0,65 mCi/mmol.

Por todo lo expuesto anteriormente, el paso limitante en el rendimiento

radioquimico fue el primero, pero el de menor rendimiento quimico fue la re­

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

sulto 58%.

A partir de 1 mCide cianuro marcado utilizado se obtuvo un rendimiento

radioquimico estimado en 23%. Con referencia a este dato hay que tener en

cuenta que ya en el primer paso se debia obtener un máximoestadístico de 40%,

y se recalca esto porque no puede saberse si el cianuro marcado, que habia

quedado adherido a los trozos de vidrio de la ampolla, reaccionó con la mis­

ma velocidad que el no marcado.
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A.4) SINTESIS DE COLESTA-S,20(22)E-DIEN-3g-0L (19).

La sintesis que se esquematiza a continuación, fue diseñada para

introducir marcación isotópica en el C-21 de un esteroide con esqueleto tipo

pregnanoy poder continuar a partir de éste a otro con estructura de colesta­

no.

Ac

Pb(Ac0)4-—->
70

Ac Zé A __

EtOH, HZSO4, A

H

OC"!

NaIO44­
H” a E

Ac20 ACOH, A
HC]

oococn, 00H

C12(C0)2
--——--—)>

A A° a ° 73



54

(C-Zl
(DCI

c12(c0)2 Cd(CH3)2
——>

Ac A É

Bng’“\o/”\1/’

Comoocurrió con la sintesis de la 33-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona

(52), la presente secuencia de reacciones sirvió para ensayar las mejores

condiciones, con el objeto de sintetizar el mismotipo de compuestos pero sa­

turados con hidrógeno SB en lugar de la doble ligadura A5.

Básicamente el esquema consiste en degradar la cadena de un pregnano a

un ácido etiánico con la concomitante eliminacion del metilo C-21, volver a

sintetizar el pregnano de partida mediante la introducción del grupo origi­

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

isotópica) y luego elongar la cadena lateral a un colestano.
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a) Reacción de acetoxiïación en C«21 L75-—-JO).

Se siguió una técnica empieada en 1a acetoxilación en C-21 de 20-ceto­

pregnanossa Con tetraacetato de plomo en benceno y metano] en presencia de

trifluoruro de boro.

La reacción resultó mas eficiente cuando el hidroxilo en C-3 estaba pro­

tegido comoacetato, por eso se utilizó acetato de pregnenolona (Zé) comore­

activo de partida.

b) Reacciónde desacetiïación (70-o7l).

Una vez funcionalizado e] C-21 se procedió a desacetiïar mediante una

transesterificación con etanol en medio ácido. Esta reacción es equivaiente

a una hidróïisis ácida (para 1a parte aïcohólica de] éster) y se 1a prefirió

antes que una saponificación para evitar un medio alcalina capaz de producir

isomerización en C-17 (a través de 1a enoïización del grupo carbonilo de C­

zo)?

c) Preparación de] acido etiánico (71-—t-72>.

La ruptura del ceto] proveniente de 1a reacción de desacetiiación se

rea1izó con periodato de sodio en metanol-agua, segün una técnica ya descrip­

ta para otro esteroide41.

d) Acetilación de] alcohol en c-3 (72- 73') (72-. 72a).

Esta reacción, de apariencia muysenciïla (simple tratamiento con

anhídrido acético en piridina), se complicó debido a que e] anhídrido acético
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reaccionaba fonnando, además del esperado acetato en C-3, un anhídrido mixto

con el ácido carboxilico en C-17 (Zgg). Además,este anhidrido resistió las

condiciones de hidrólisis suave con piridina acuosa a QOÏCGOsin modificarse.

Cuandose utilizaron relaciones variables anhídrido acético: piridina,

pero siempre menores que en la reacción previa, se observé una mezcla de pro­

ductos y en algunos casos también material de partida.

El mismoresultado insatisfactorio se obtuvo con mezclas de anhidrido

acético, piridina y ácido acético.

Finalmente, el método más efectivo fue un calentamiento a reflujo con

ácido acético durante 72 hs, que condujo al producto buscado ¿g sin forma­

cién del subproducto 123,

e)-Preparación del cloruro de ácido (73-—-»74).

Al igual que otros haluros de ácidos, el cloruro de oxalilosl reac­

ciona con ácidos carboxilicos para producir los correspondientes cloruros de

ácidos.

En este caso, se suspendió el ácido etiánico 1; en benceno y se agregó

cloruro de oxalilo, obteniéndose fácilmente el producto Zfl_quese utilizó

sin purificación para el próximo paso.

f) Obtención de la metilcetona a partir del cloruro de ácido (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 introducción
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de la marca isotópica en C-21.

El compuesto Zé_(acetato de pregnenolona) ya se habia sintetizado marca­

do en el C-21 con 14€, utilizando [14€] dimetilcadmio, con el dato importante

de haber utilizado cantidades equimoleculares de |14C| ioduro de metilo y de

cloruro del ácido etiánico correspondientesz.

El inconveniente en utilizar dicha técnica era la masa de reactivos in­

volucrada: aproximadamente 5 mmoles de cada reactivo.

En la 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 dejo de lado el método con di­

metilcadmio y se buscaron otros procedimientos para llevar a cabo la reacción

en condiciones más adecuadas.

Para la obtención de cetonas a partir de acidos es conocida la reacción

del ácido o su sal de litio con compuestos alquil liticosss. De proceder por

este método, se consumirïa metil litio en exceso debido a su reacción con el

grupo acetato en C-3. En todo caso se podia diseñar la sintesis en forma di­

ferente, protegiendo el hidroxilo en C-3 comoderivado tetrahidropiranilico

o usando otro protector no atacable por el organolitico, pero igualmente eso

no garantizaba el éxito de la reacción en condiciones 1:1 de ácido a metil

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

. . . . 64
organometálicos de magneSio, ClnC y cadmio conducentes a cetonas.

5,66 mostraronEn publicaciones más recientes, Cahiez y colaboradores

la utilidad de reactivos organomanganesianosen la sintesis de cetonas a par­

tir de haluros de ácidos, e inclusive lo aplicaron al campode los esteroi­

de567.

Segun estos autores, la reaccion de los ioduros de alquilmanganeso con

cloruros de ácidos carboxilicos no conjugados conduce a las correspondientes

cetonas con buenos rendimientos, en general mejores que las reacciones basa­

das en otros metales comocadmio, cinc, aluminio o mercurio. Estos rendimien­

tos son comparables a aquéllos obtenidos con reactivos organocupricos, con

las ventajas siguientes para los organomanganesianos:a) la relación 1:1 de

monoalquilmanganesiano (RMnI) a sustrato produce aproximadamente el mismo re­

sultado que el derivado dialquilcüprico (RZCuLi)cuando éste está en una re­

lación entre 3:1 y 6:1 con el sustrato y b) el reactivo ioduro de alquilman­

ganeso es estable a temperatura ambiente. Además, en comparacion con los com­

puestos alquil liticos o magnésicos, los ioduros de alquilmanganeso son más

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

-carbonilicos sin ser atacados por el reactivo.

Con estos antecedentes, se procedió a ensayar la reacción con los com­

puestos de manganeso, ya que segün todos los datos el cloruro de ácido 15
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tendria que reaccionar mol a mol con el ioduro de.metilmanganeso.

Primero se sintetizó ioduro manganoso, por reacción de iodo con manga­

_ 68neso en éter anhidro

12 + Mn e.—t°-"—> MnI2

CH3MnIM» RCOCH3

CH3I + Mg¿Er->CH3MgI

Por reacción del ioduro manganoso con un equivalente de compuesto de

Grignard (reacción de intercambio de metal) en éter anhidro a baja tempera­

tura (-20°C) se obtuvo una suspensión amarilla de ioduro de metilmanganeso.

A esta suspension se le agregó una solución bencénica del cloruro de

ácido 11.

El resultado de la reacción no fue el esperado, ya que se obtuvo muy

baja conversión en el compuesto Zé, Se repitió varias veces aumentando los

tiempos de reacción, sin observar variaciones apreciables.

Dadosestos fallidos intentos, se decidió apelar a la mencionadareac­

ción con dimetilcadmio pero introduciendo las modificaciones más apropiadas

para obtener un producto con la mayor actividad especifica posible.

La actividad especifica del |14C| ioduro de metilo comercial estaba fi­

jada, de modoque se debia tratar de diluirlo lo menosposible, o sea emple­

ar la cantidad equivalente del cloruro de ácido a la masa de ioduro de meti­

lo marcado. Dicho compuesto radiactivo tenia una actividad especifica de 58

mCi/mmoly una actividad total de 1 mCi, de donde se dedujo que tenia una
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masa de 2,45 mg (0,017 mmoies) o un volumen de 1,07 ul. Es decir que, para

no diiuir e] ioduro de metilo debia utiïizarse 0,017 mmolesde cloruro de

ácido 11 (6,4 mg). Con tan poca masa de esteroide en una reacción complicada

resuïtaria difici] de trabajar, ya que por ejemplo vestigios de humedadpue­

den hacer variar enormementee] rendimiento de 1a reaccion o impedirla tota]­

mente. Además, habia que continuar 1uego con otras reacciones sobre e] pro­

ducto obtenido.

De modo que se tomó una solución intermedia: intentar 1a reaccion con

0,5 mmoiesde cada reactivo. Para ello fue necesario adaptar e] diseño expe­

rimenta] a] recipiente especifico en e] que se proveïa comerciaïmente e] io­

duro de metilo radiactivo. E1 detalle de esta operacion se presenta en 1a

parte experimentai (pág. 166).

De esta manera se sintetizó e] ioduro de metiimagnesio a partir de 0,5

mmoies (aproximadamente 33 pl) de ioduro de metilo anhidro con un exceso de

magnesio en éter anhidro, luego se le agregó cïoruro de cadmio anhidro en ex­

ceso para formar e] dimetiicadmio y a esta suspensión se ie adiciono e] c10­

ruro de ácido 11 (0,5 nmoies) en benceno. Se obtuvo e] producto 12 con un

rendimiento de 40%1uego de purificación cromatográfica.

g) Eïongación de 1a cadena lateral de] pregnano (75-a-76).

Hay varios métodos posibies para obtener una cadena 1atera1 de coles­

69 ..
tano a partir de un derivado tipo pregnano , entre eiïos una reacc10n de
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Grignard sobre e] carboníïo en C-20 o una reacción de Wittig sobre e] mismo

carboniïo.

En este caso se siguió e] primer camino en forma similar a] método em­

28
p1eado por Porto y Gros .

. . _ . . . . 70
Se s1ntet1zo e] bromuro de Isohex110 a part1r de 1sohexano] , luego se

preparó e] bromuro de isohexiïmagnesio por e] método habítua] y a esta soïu­

ción etérea en exceso se le inyectó una solución bencénica de acetato de

pregnenoïona (lá).

Se obtuvo una mezcla de productos y por separación cromatográfica se

aísló e] producto deshidratado en C-20, cuyo espectro de RMN-13€indicó que

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



62

A.5) SINTESIS DE Sg-COLESTAN-Bg-OL (gg).

Se desarrolló de manerasimiïar a la síntesis previa (pág.53).

Ac20, Piridina
—-———-+>

H A

H 65 ___

Pb(Ac0)4

Ac

EtOH, HZSO4<———.
A

H Ac
H 79 H 78

NaIO4

00H OOH

ACOH, A C12(C0)2
_________¿. -——-————-)>

A
H H c H 81
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c-21

<)Cl k‘*

c12(co)2 ca(cn3)2—-> —>
Ac Ac

H 2 ” 7_7

l) Bng

2) EtOH, sto4, A

l/

HZ/Pd-C4___
H

H H gg H 83

A partir de] 20-ceto-pregnano (gg) era necesario sintetizar el cloruro

de ácido gg para utiïizarlo luego en 1a obtención de los productos marcados

isotópicamente en C-21. Los compuestos 11,.gg.y 95 que se obtendrian a par­

tir de dicho cïoruro de ácido, servirïan de üïtimo ensayo para asegurar las

condiciones para 1a sintesis radiactiva.

En reaïidad, para los estudios biosintéticos 1uegodesarrollados, se po­

dia utiiizar también un compuesto marcado en e] C-20 en 1ugar de] C-21. Por
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ello, a partir de la |20-14CI 35-hidroxi-53-pregnan-20-ona (gg) se habria

podido continuar al coprostanol (gi) 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 disminución

del rendimiento radioquimico.

En cambio, en la sintesis diseñada, la introducción de la marcación iso­

tópica se realizaria en los últimos pasos. Además, la marcación en C-21, fa­

cilitaria la tarea degradativa de un posible bufadienólido radiactivo si el

producto inoculado (marcado en C-21) resultara precursor de los bufadienóli­

dos de origen animal.

Otra manera de obtener la marcación isotópica en C-21, habria sido me­

diante la mismareacción de Grignard realizada sobre el nitrilo conjugado

(ver pág. 45) pero utilizando ioduro de metilmagnesio radiactivo. En dicha

reacción (ng) o con el esteroide :yamarcadoen C-20(Q-vfl, pág. 50)

se usaba un gran exceso de haluro de metilo (más de 100 a 1 con respecto al

esteroide) lográndose rendimientos satisfactorios. Pero si la marcación iso­

tópica debia provenir del haluro de metilo, no se podia usar tal exceso pues

la dilución conduciria a productos no útiles 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 lo que se descartó

la idea y se diseñó la sintesis con el cloruro de ácido.
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a) Protección de] hidroxiïo en C-3 (65 —a-77).

Se realizó por acetilacion en las condiciones habituaies con anhídri­

do acético y piridina.

b) Acetoxi'lación en C-21 (77—-7ED.

Se funcionalizó 1a metilcetona por acetoxilacion en e] metilo, con

tetraacetato de piomo, con 1a misma técnica empleada para obtener e] compues­

to 19 en 1a sintesis previa.

c) [reparacion de] a-cetol por hidrólisis (78-a>73).

Nuevamentese reaïizó 1a reacción de transesterificacion con etano]

en medio ácido, que condujo a] a-cetol Zg_(ver pág. 53).

d) Ruptura de] a-cetol con formación del acido etiánico correspondiente

79-—on80 .

De 1a misma manera que en 1a sintesis precedente, 1a reaccion de]

ceto] con periodato de sodio produjo 1a pérdida de] C-21, dando lugar a la

fonnación de] ácido gg.

e) Protección de] hidroxiio en C-3 de] acido etianico (80-—’-81).

Comoocurrió en 1a sintesis anterior, se acetiló e] hidroxilo en C-3

tratando e] compuestoEQcon ácido acético a reflujo, para permitir la sub­

siguiente preparación de] cïoruro de ácido.

f) Preparación del cioruro de ácido (81-—>82).

Se siguió 1a mismatécnica empïeada anterionnente utilizando cïoruro
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de oxalilo. El producto aislado, sin purificacion previa se utilizó para el

proximo paso.

g) Reaccion del cloruro de ácido con dimetilcadmio (82-—v-77>.

Manteniendo la relación 1:1 de ioduro de metilo a cloruro de acido,

se preparo primero el ioduro de metilmagnesio, luego el dimetilcadmio por

agregado al reactivo de Grignard de cloruro de cadmio y finalmente la metil­

cetona 11 en un rendimiento aproximado de 40%luego de purificar el producto

por cromatografía.

En la fonnación del ioduro de metilmagnesio, se ensayo agregar a todo

el magnesio en eter sólo una parte del ioduro de metilo; luego de iniciada

la reacción y consumido parte del magnesio se congeló el medio de reacción

utilizando aire liquido, luego se inyectó el resto de ioduro de metilo, se

dejó llegar a temperatura ambiente y se verificó que la reacción continuaba

sin inconvenientes. Esta variante se realizó comouna medida de seguridad

para cuando la reacción se llevara a cabo con ioduro de metilo radiactivo:

si la reacción de formación del ioduro de metilmagnesio no se iniciara co­

rrectamente, entonces no se abriria la ampolla conteniendo el ioduro de me­

tilo marcadoy podia repetirse la técnica sin malgastar el compuestoradiac­

tivo ni el cloruro de ácido esteroidal. Esto se hizo asi porque la experien;

cia mostró que la reacción total a menudofallaba y que el paso más delicado

consistía en la formación del reactivo de Grignard en pequeña cantidad.
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La fundamentación del congelamiento intermedio que se realizaba, estri­

ba en que cuando se realizara la reacción con el haluro de metilo marcado;

habria que transvasar este de la ampolla, en la cual se lo provee, al tubo

de reacción y este transvase se realizaria por diferencia de presion de va­

por entre ambas partes, ya que el tubo estaria a aproximadamente -180°C y

la ampolla se calentaria con una microllama.

h) Elongación de la cadena lateral (77-—>83).

Comoen la sintesis precedente la reacción de la metilcetona 11 con

bromuro de isohexilmagnesio en exceso; produjo una mezcla de productos sien­

do los mas importantes dos de ellos (los menos polares segun ccd). Se sepa­

raron por cromatografía. El más polar de los dos se convirtio en el otro cuan­

do se lo sometió a un calentamiento con etanol en medio acido y el producto

final formado resultó ser el compuesto buscado gg fundamentalmente con este­

reoquimica E en el doble enlace de la cadena lateral segün se estableció por

RMN-13€.Es decir, que el medio ácido a reflujo habia deshidratado el alco­

hol terciario fonnado en 0-20 comoconsecuencia de la reacción de Grignard.

Esto implicaba una mejora considerable respecto a otro método utilizado

anteriormentezg en el cual el alcohol secundario en C-3 se protegia por ace­

tilación, se deshidrataba el alcohol terciario en 0-20 dando una doble liga­

dura 20(22) en condiciones enérgicas con oxicloruro de fósforo en piridina y

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

La hidrogenación con païadio sobre carbón, condujo cuantitativamente

a 1a mezcla epimérica en C-ZO(20-R y 20-S) que no se intentó separar.



A.6) SINTESIS DE 121-14cl 35-HIDROXI-SB-PREGNAN-ZO-ONA (gg) Y DE

|21-14C17SB-COLESTAN-BB-OL (gg).

Comoya se exp1ic6 en 1a síntesis anterior, se partió del cloruro

de ácido gg.

OCI

I
Cd(CH3)2

———>

Ac Ac
H Q H É

EtOH 1) BrM

A 2) EtOH, HZSO4, A

/

H H
H ü H Q

Hz/Pd-C

. _ 14C

H

H 88
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a) Obtención de lagmgtilcetong_(82-—a-85).

Uti1izando 1a técnica de] dimetilcadmio radiactivo, con las precau­

ciones mencionadas en 1a precedente sintesis (no radiactiva) y en la parte

experimenta], se obtuvo e] compuesto buscado gg con un rendimiento aproxima­

do de 40%y una actividad especifica de 1.42 mCi/nnnl.

b) Hidrólisis de] acetato en C-3 (85 -—-86).

Nuevamentepor una reacción de transesterificación con etanol o una

etanóïisis se obtuvo uno de los productos finales necesarios para los estu­

dios biosintéticos, e] compuestogg, con una actividad especifica de 1,46

mCi/mmo].

La preparación de este producto 993 marcado con 14€ en e] 6-21. se puede

comparar con 1a sintesis de] mismo esteroide marcado con e] mismo isótopo

radiactivo en C-20 (Q2).

En ambos casos se partió de 1 mCi de precursor con actividades especifi­

cas muy similares (act. esp. de] 14CNK= 61 mCi/mmol; act. esp. de] 14CH3I =

58 mCi/mmoi)pero 105 productos obtenidos difieren mucho en actividad especi­

fica: e] que estaba marcado en C-20 (gg) tenia una actividad especifica de

0,65 mCi/mmo]mientras que e] compuesto 994 marcado en C-21, tuvo más de] do­

ble de esa cantidad, según se mencionó arriba.

c) Elongación de 1a cadena lateraï (85 -e-8]).

Ta] comose reaiizó en la sintesis con compuestos no radiactivos, se
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llevó a cabo una reacción de Grignard con bromuro de isohexilmagnesio, pero

a diferencia de la sintesis anterior, el producto crudo de reacción se ca­

lentó con etanol-ácido sulfúrico para deshidratar el componentede la mezcla

que mantenía una función alcohólica terciaria en C-20.

El producto insaturado ÉZ_obtenido luego de purificación por cromatogra­

fia, tenia una actividad especifica de 1,47 mCiflnmol.

d) Obtención del cogrostanol radiactivo (87-——-88).

Por hidrogenación catalïtica de la doble ligadura se obtuvo una mez­

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

1,43 mCi/mmol.
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B) ESTUDIOS BIOSINTETICOS

8.1) INOCULACION DE TRAZADORES RADIACTIVOS A ANIMALES INTACTOS

Las investigaciones se llevaron a cabo con sapos Bufb paracnemis

o con sapos Bufb arenarum, según el tipo de experiencia que se intentaba re­

alizar.

Los animales fueron mantenidos durante los periodos de las experiencias

(hasta cuatro meses) con una alimentación forzada cada dos semanas y con su­

ficiente agua.

En todos los casos en que se utilizaron animales intactas. éstos fueron

inyectados subcutáneamente en la región inguinal que es una zona de mucha

irrigación sanguínea.

Las inoculaciones se realizaron durante los meses de primavera a verano,

en los cuales los sapos están metabólicamente activos.

A diferentes lapsos desde la inoculación de los trazadores, se obtuvo

el veneno de cada sapo vaciando las glándulas parotoides y las tibiales (es­

tas últimas presentes solamente en el caso de los sapos Bufb paracnemis) por

presión manual de las mismas y recogiendo la secreción sobre una placa de

vidrio. El veneno asi extraido se dejó secar al aire durante un dia, exten­

dido sobre la placa de vidrio adquiriendo una consistencia “vidriosa”. Se
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raspó de dicha placa el veneno seco, se molió cuidadosamente (contiene com­

ponentes que producen reacciones alérgicas por inhalación del polvillo) con

arena en un mortero y el total se extrajo en un extractor semicontinuo de

tipo Soxhlet con solventes apropiados.

En cada caso se midió la actividad especifica del veneno seco y del ex­

tracto obtenido por solventes.

En los casos en que el extracto resultó radiactivo, se realizó una cro­

matografía (en columnao en placa preparativa) para separar la fracción de

esteroles y los principales bufadienólidos.

En las oportunidades en que la fracción esteroidal contenía radiactivi­

dad, por lo general cuando en la experiencia se habia utilizado un conocido ‘

precursor de colesterol (caso del ácido mevalónico), se sacrificó uno de los

animales para medir la radiactividad del colesterol que se extraïa del higa­

do y vesicula biliar.

De la manera indicada se inocularon los siguientes trazadores radiac­

tivos:

a) Acido |2-14C| mevalónico (¿En

bl |20-14CI BB-Hidroxi-53-pregnan-20-ona (gg)

c-LI1,2-3H| Colesterol (g)

d)_ ¡21-14c] 3B-Hidroxi-SB-pregnan-20-ona (g)

e-)_121-1%] SB-Colestan-3B-ol (8_8)
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Los dos primeros compuestos radiactivos se inyectaron en sapos Bufb

paracnemis, mientras que los tres últimos se inyectaron en sapos Bufb arena­

rum. En cada caso, los ensayos realizados con una misma especie de sapo, se

efectuaron separadamente pero en forma paralela.

Comoya se indicó (ver pág. 17). el colesterol es un precursor de bufa­

dienólidos, de maneraque la inoculación de colesterol tritiado se efectuó

comoun control de incorporación para los demás trazadores radiactivos.

Los resultados de estas experiencias se presentan en el siguiente capí­

tulo.

En el caso del veneno proveniente de sapos Bufb paracnemis que habían

sido inoculados con ácido |2-14CI mevalónico y luego de la separación croma­

tográfica de la fracción de esteroles y de la de bufadienólidos, se procedió

a la separación individual de los componentes de la fracción denominada "y­

sitosterol". Comoya se indicó, ésta es una mezcla de colesterol (g). cam­

pesterol (g), estigmasterol (fi) y sitosterol (5). Esta fracción, que en ccd

de adsorción o en cromatografía en columna se presenta como homogénea, se

puede resolver en sus componentes por cromatografía gaseosa analítica o por

cromatografía líquida de alta presión.

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

se trató de separar en sus componentespor cromatografía gaseosa preparativa.
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no lograndose obtener con 1os medios a nuestro alcance, componentes indivi­

duales sin contaminación. Se decidió cambiar de técnica y utilizar cromato­

grafía liquida de a1ta presión. Mediante esta técnica se Iograron separar

Ios esteroies componentesde] "y-sitosterol". Dichos esteroïes se anaïizaron

por cromatografía gaseosa para verificar 1a ausencia de mezcïas y 1uego se

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

PAROTOIDES DE SAPOS BUFO ARENARUM.

Consideraciones preliminares

Cortes de tegido animal para ensayos biológicos

El uso de cortes de tejido en rebanadas lo introdujo Otto Harburg71 en

1923 comoun método para estudiar, por técnicas simples in vitro, el metabo­

lismo de tejidos no extremadamente dañados mecánicamente y que fueran aün ca­

paces de tener actividad metabólica similar a aquella que tendrian in vivo.

El método consiste en la preparación de rebanadas lo suficientemente

delgadas para permitir que el oxigeno del medio exterior llegue a las capas

mas internas de las tajadas por difusión, pero no tanto comopara que la pro­

porción de células rotas por los c0rtes 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 agitación, usual­

mente a 38°C (aunque para tejidos de anfibios la temperatura recomendada es

de 25°C”).

Narburg calculó el espesor máximopermisible de los cortes, usando una

constante de difusión para el oxigeno en el tejido obtenida por Kroghy asu­

miendo que la máxima velocidad de consumo de oxigeno por las células deberia

ocurrir a muybajas concentraciones de dicho gas. Se observó que esto último
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era verdad, tanto para organismos unicelulares comopara particulas de teji­

do de mamiferos . Para una veloc1dad de consumo de oxigeno de alrededor

de 3 ml/g/h, el máximoespesor calculado es 0,5 nm aproximadamente, cuando

la presión de oxigeno sobre el medio de incubación es 1 atm. El espesor li­

mite calculado es inversamente proporcional a la raiz cuadrada de la veloci­

dad de respiración. Los estudios experimentales75 han confirmado aproximada­

mente y con pequeñas diferencias los cálculos de Warburg.

Preparación de los cortes: El órgano o tejido particular deberia extra­

erse inmediatamente después de matar el animal y comenzar en ese momento la

preparación de los cortes. Si es inevitable un retraso, debe mantenerse al

tejido frio, sobre hielo. Se han utilizado numerosostipos de microtomos pa­

ra preparar cortes de espesor unifonme76. Comose señaló, los cortes no de­

ben hacerse muchomás delgados que el espesor limite ya que eso aumentaría

la proporción de células dañadas y la proporción de tejido sometido a alta

tensión de oxigeno.

Medio de incubación: La solución a ser usada comomedio de suspensión,

depende del problema en estudio. Las velocidades de metabolizacion se afec­

tan considerablemente por la constitución inorgánica y orgánica del medio.

El más usado comúnmente consiste en una mezcla salina de presión osmótica y

composición inorgánica similar a la del suero. El ion bicarbonato es el ter­

cer ion más importante en cantidad en fluidos biológicos y se debe usar un
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medio con pH regulado con bicarbonato si se requieren condiciones experimen­

tales muypróximas a las fisiológicas. Con tal solución, la mezcla gaseosa

externa a la solución, debe contener un 5%de C02 para asegurar un pH fisio­

lógico. Para estudios aeróbicos con cortes de tejidos, si se usa bicarbonato

se suele utilizar carbógeno como mezcla gaseosa (95%02 + 5%C02).

Limitaciones: La técnica de cortes delgados de tejido proporciona un

resultado global del metabolismo en estudio, más que información acerca de

reacciones simples y enzimas actuantes. A pesar de que esta técnica se usa

principalmente para obtener datos metabólicos bajo condiciones simples pero

"fisiológicas", es imposible hasta ahora obtener un ambiente completamente

fisiológico que contenga todos los agentes humorales y otros intrinsecos.

El corte de tejido no tiene circulación capilar y todos los intercambios

entre el tejido y el medio de suspensión deben ocurrir por difusion a través

de distancias de por lo menos la mitad del espesor de la lámina de corte.

Para mantener una adecuada tensión de oxigeno en las capas mas internas de

una rebanada de tejido que respira activamente, las capas exteriores deben

estar sometidas a una concentración de oxigeno anormalmente alta y de hecho,

tóxica. Del mismomodo, para cualquier sustrato utilizado rápidamente por el

tejido, la concentración en el medio de suspensión debe ser mayor que el pro­

bable nivel fisiológico. La concentración de un sustrato en el medio, no re­

presenta la concentración dentro de la rebanada de tejido; ésta variará con
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el espesor del corte y la velocidad de consumode dicho sustrato. La tensión

de C02, la concentracion de ion hidrógeno y las concentraciones de ácido lác­

tico y otras sustancias producidas metabólicamentetienden a ser significati­

vamente mayores dentro de la rebanada de tejido que en el medio que la rodea

71,77

Homogengjgados de tejido animal

Actualmente, los homogeneizadosde tejido son ampliamente utilizados

para estudiar reacciones enzimáticas en materiales biológicos, o comomate­

rial de partida para la preparacion de los componentesparticulados de cé­

lulas.

La definición 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 "suspensión de tejido" y recién en 1941 se empleó la palabra "homogenei­

"79. Desde entonces se usó este término en cientos de publicaciones conzado

algunas variaciones en el sentido, pero usualmente en conexión con el uso

de un dispositivo originalmente descripto o una modificacion del mismo y

asi nonnalmente en un sentido operacional. Puesto que aün las operaciones

que involucran los mismos instrumentos de producción pueden conducir a re­

sultados muyvariables, era deseable tener una definición conceptual.

Antes de 194780 la suspensión de tejido era considerada como una buena
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definición de un homogeneizado. Se consideraba que debia obtenerse un mayor

o menor numero de celulas intactas, dependiendo mas del medio de suspensión

que de la técnica de molido, y se trató de evaluar el grado de ruptura celu­

lar por criterios enzimáticosal.

Sin embargo, ya en 194179 habia avanzado el concepto de una suspensión

de particulas respiratorias probablementeidénticas a las mitocondrias y

con el desarrollo de mejores técnicas para el aislamiento de mitocondrias

de homogeneizadoscon sacarosa82, se estableció la base para la presente de­

finición conceptual de homogeneizado.

Asi, desde 1947 se estableció que un homogeneizado significaba una pre­

paracion de tejido total en la que la ruptura celular es tan completa como

sea posible, mientras que al mismotiempo, la destrucción de nucleos, mito­

condrias y otras particulas celulares se mantiene al minimoque el conoci­

miento y la técnica actuales lo permiten.

Instrumental: El equipo básico para preparar homogeneizadosconsiste

en un tubo de ensayos de paredes muy reforzadas en el que se coloca una ma­

no o pilón también de vidrio (en general esmerilado) que encaja bien en el

fondo del tubo, dejando sólo una muypequeña luz entre ambas superficies;

este pilón se hace girar eléctricamente, mientras el tubo con tejido y medio

adecuado (enfriado exteriormente, pues la fricción puede calentar la suspen­

sión y desnaturalizar proteinas) se mueveverticalmente hacia arriba y hacia
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abajo, tratando de desmenuzarel tejido entre el Pilón y la pared del tubo.

Existen además muchas variantes y equipos pero funcionan esencialmente de

igual manera.

Medios de incubación: La elección del medio de suspensión está siempre

en evolución y depende del estudio en particular. Se han usado homogeneiza­

dos con agua en sistemas en los que se podian agregar los cofactores necesa­

. . 83,84 .. . . . .rios a la mezcla de reacc16n . Tambien se usaron medios isotonicos con

cloruro de potasio o con sacarosa.

Usos: Los homogeneizadosy las fracciones celulares aisladas represen­

tan un punto intennedio entre el animal vivo y la enzima individual aislada,

lugar ocupado originalmente sólo por los cortes delgados de tejidos, y a pe­

sar de que aün hay muchas reacciones que ocurren en esos cortes y fracasan

en homogeneizados, la comprensión 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 enzimáticos múltiples involu­

crados en secuencias de reacciones metabólicas, con la intención de: a) en­

sayar el tejido con respecto a una enzima individual especifica, o b) estu­

diar los factores regulatorios que determinan cuáles secuencias metabólicas

. . 85 .
ocurren cuando muchas alternativas son pOSibles , o cuáles reacc10nes son

. 86 . . _
las que controlan la veloc1dad . La tendenc1a actual es determinar cuales

reacciones metabólicas tienen lugar en los tejidos del animal entero, usando
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técnicas con trazadores isotópicos, y luego estudiar cómoestán controladas

estas reacciones usando las técnicas de homogeneizados87.

Consideraciones acerca de la necesidad de la aglicación de estas meto­

dologías a la realización del presente trabajo.

Comose mencionó en el capítulo "Objetivos de la presente investigación"

(pág. 38), era de interés aclarar el origen biosintético del colesterol glan­

dular, ya que estaba demostrad027que éste era precursor de los bufadienóli­

dos de sapos.

Normalmenteexisten dos fuentes posibles de colesterol glandular: la

producción de novo y la entrada de colesterol desde el exterior de la glán­

dula..

La importancia relativa de estas vias varia según el tejido de que se

trate.

Cuandoel aporte externo de colesterol está disminuido por algún motivo,

se activa la sintesis de novo, normalmenteinhibida por retroalimentación

negativa del colesterol sobre la hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa

(HMG-CoAreductasa), enzima que cataliza la conversión

HMG-CoA ————>- mevalonato .

y que es la reguladora de la via

acetato -----> colesterol.
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El aporte externo de colesterol está mediado por lipoproteinas que lo

transportan por el torrente circulatorio, principalmente en forma de ésteres

con ácidos grasos de cadena larga, para su captación por los diversos teji­

dos. En diversos tejidos esteroidogénicos estudiados, comopor ejemplo adre­

nal, ovario, células de Leydig de ratasaa existen receptores especificos en

la membranacelular, a los cuales se unen estas lip0proteinas y mediante mee

canismos no del todo aclarados permiten la introducción de los esteroides al

tejido. La especificidad está dada por el receptor y por la parte proteica

de la lipoproteina (apolipoproteina).

En el caso de las glándulas parotoides de sapos, si se observaba sinte­

sis de colesterol db novo, significaba que se tenia localizado un sitio de

biosintesis total de bufadienólidos, ya que se sabia que estos se producían

en dichas glándulas.

Si el aporte externo de colesterol a las células glandulares es el

camino predominante, cualquier posible precursor de bufadienólidos anterior

al colesterol (por ej. acetato o mevalonato) que se ensaye será metabolizado

fundamentalmenteen otros tejidos donde la biosintesis de novo de colesterol

sea importante. Habría dos consecuencias posibles: a) si el ensayo fuera re­

alizado in vivo no aportaría nueva información con respecto a la incorpora­

ción de colesterol y seria menoseficiente; b) si el ensayo fuera in vitro,
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los resultados de incorporación serian negativos o de muybajo valor porque

no ocurre la sintesis de novo.

Por lo tanto si la entrada de colesterol es la via importante, habria

que ensayar posibles precursores posteriores a colesterol en el camino bio­

sintético a bufadienólidos.

Si en este último caso los ensayos fueran in vivo,un resultado negativo

de incorporación 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 in vitro, un resultado nega­

tivo podria indicar nuevamente que no se trata de un verdadero precursor o

que el tiempo de incubación (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 metabólica alternativa a la predominanteen condiciones fisiológicas

normales.

Es decir que la inoculación en un organismo vivo de un posible precur­

sor de bufadienólidos, puede conducir a resultados nulos de incorporación

aunque se trate de un verdadero intermediario en el sitio de biosintesis.

Para poder determinar si el colesterol utilizado por las glándulas
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venenosas para biosintetizar bufadienólidos, era sintetizado de novo por di­

chas glándulas o provenía de algún otro órgano (por ejemplo el higado) a

través de la circulación sanguínea, se hizo necesario separar las glándulas

y ensayar la biosintesis de colesterol, establecer la presencia de recepto­

res de lipoproteinas y confirmar su capacidad de "internalizar" o sea, per­

mitir la captación del colesterol.

Este proceso, también llamado endocitosis mediada por receptores, es

la via conocida para la introducción de la LDL(lipoproteina de baja densi­

dad) en la célula y la forma más habitual en que la misma se provee de coles­

terol para la formación de membranas(todas las células) o para la sintesis

de otros productos. Comoejemplos de estos últimos casos pueden citarse:

sintesis de ácidos biliares en células de higado, sintesis de cortisol en

glándula adrenal, sintesis de estradiol en ovario o, el proceso en estudio,

sintesis de bufadienólidos en glándulas parotoides de sapos.

Los ensayos mencionadosse realizaron in vitro, con cortes de tejido

o con membranasaisladas de células a partir de homogeneizados de glándulas

parotoides.

a) Experiencia de inoculación de Il-14CI acetato de sodio y |5-3HI me­

valonolactona a cortes de tejido de glándula parotoide.

Se llevó a cabo esta experiencia con sapos Bufb arenarum, con dos ani­
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Comoera necesaria la extracción de las glándulas parotoides, se sacri­

ficaron ambos sapos, se obtuvieron las glándulas comose indica en la parte

experimental y también se utilizó el tejido hepático. Comose deseaba veri­

ficar la formación de colesterol, se utilizó comocontrol dicho tejido he­

pático, en las mismascondiciones experimentales que el tejido de glándula

parotoide.

Se incubaron paralelamente cortes de tejido de glándula y de tejido

de higado en ensayos separados,durante 2 y 16 hs con el agregado conjunto

de |1-14CI acetato de sodio y |5-3H| mevalonolactona a los medios de incuba­

ción. Finalizadas dichas incubaciones, se midió la actividad remanente en

los medios de incubación, se retiraron los cortes de tejido y previo lavado

de los mismosse procedió a saponificar los posibles ésteres de colesterol

presentes dentro del tejido.

El lavado previo se realizó para tratar que las experiencias siguientes

se llevaran a cabo principalmente con los productos que quedaran dentro del

tejido y no simplemente adsorbidos en su superficie.

Luegode la saponificación, se extrajeron los esteroides y los residuos

obtenidos luego de llevar a sequedad los extractos orgánicos se analizaron

por métodos cromatográficos utilizando colesterol comotestigo.
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La detección de los productos radiactivos se llevó a cabo mediante ra­

diocromatografia. Se procedió al eluido de los compuestos que quedaran rete­

nidos en la zona de Rf igual al de colesterol y se midieron estos eluidos

14€.por centelleo liquido para obtener valores de incorporación de 3Hy de

En aquellos casos en que se observó radiactividad, se procedió 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 lo derivatizó por acetilación y se verificó si el derivado recristalizado

tenia la mismaactividad especifica que el colesterol de partida.

Los resultados de las incubaciones y posterior tratamiento se indican

en el capitulo "Resultados obtenidos" (pág. 111).

b) Aislamiento de lipoproteíngs del suero sanguíneo.

Del conjunto de lip0proteinas séricas las más importantes en el trans­

porte de colesterol son la LDLy la HDL,lipoproteinas de baja densidad y

. . 88
de alta denSidad respectivamente .

De la sangre de sapos Bufb arenanum se obtuvo el plasma colectado en

una solución 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/ml) se aislaron por flotación secuencia] utilizando una ultracentri­
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fuga y ajustando 1a densidad de 1a soïución por sucesivos agregados de bro­

muro de potasio sóïido. Luego de 1avar las ïipoproteinas con soluciones de

baja densidad y aïta densidad seguido en cada caso de ultracentrifugación,

ambas lipoproteinas se dializaron para eliminar e] exceso de bromuro de po­

tasio.

Las fracciones aisïadas migraron comopicos homogéneospor electrofore­

sis en geïes de poliacriïamida.

Finaimente ambasfracciones se filtraron para eïiminar particulas y

agregados.

c) Marcación de ias lipoproteinas con iodo (125;).

1251 utilizando eiAmbas lipoproteinas (t-LDL y t-HDL) se marcaron con

método de 1a Iactoperoxidasa, enzima que cataïiza 1a oxidación de] ioduro

con aqua oxiqenada y que permite 1a unión de] iodo a 1a tirosina de 1a pro­

teina

1 1251 Iibre por pasaje a tra­Las lipoproteïnas iodadas se separaron de

vés de una coiumna de po]iacri1amida—agarosa equilibrada previamente con una

solución salina conteniendo aïbümina de suero bovino (para saturar posibles

sitios de adsorción de Iipoproteïnas en 1a matriz, ya que 1as mismas se en­

cuentran en muybaja concentración).
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1251 incorporada (contador de radiación gamma)diendo la actividad total de

y dividiéndola por la masa de lipoproteina correspondiente (determinada an­

tes de la marcación por el método de Lowryga).

d) Ensayo de unión de las lipoproteinas a los receptores en la membrana.

Modelo de sitios idénticos e independientes en la unión de pegueñas

moléculas a un polímero.

Supongamos que una molécula de un polímero P tiene un número de sitios

idénticos e independientes para ligar una molécula A, más pequeña. Si los

sitios son idénticos (esto es, cada uno tiene la mismaafinidad por A) e in­

dependientes (la ocupación de un sitio no afecta la unión a otro sitio) se

puede obtener una descripción simple de este sistema.

Consideremos por ejemplo que el polímero P tiene 3 sitios idénticos e

independientes y representemos con un 0 si el sitio está vacio o con un 1

si está ocupado por el ligando A.

Si se permite que el polímero P reaccione con el ligando A y la unión

es reversible de modode poder llegar a un equilibrio, habrá ocho especies

presentes: 000, 001, 010, 100, 011, 101, 110 y 111. rara cada uno de estos

equilibrios podemosescribir, por ejemplo,
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K

A + 000 :EE: 001 (ó 010 ó 100), de donde,

K = 001 KIA] = |001| = |010| = |100| =
|A| |ooo| |ooo| loool |ooo|

Esto es así porque consideramos sitios idénticos, o sea que la constan­

te de equiïibrio es 1a mismapara las tres especies unidas a un soïo 1igando.

Anáïogamente,

K

A + 001 -v—‘: 011 (6101)

KIAI = |011| = |011| KzlAlz = |011| g [101] = |110| = s2
|001| KIAIIOOOI |ooo| |ooo| |ooo|

Esto se cumple si consideramos además sitios independientes, pues 1a

entrada de] primer ligando A no afecta 1a entrada de] segundo y 1as constan­

tes son idénticas.

De igual manera,

K

A + 011 (ó 101 ó 110) é 111

K|A| = .llílL. K3 A|3 = '111' = s3
|011| |000|

La concentración tota] de] polímero (1ibre + Iigado) es:

|P|T = |000| + ¡001| + |010| + |100| + |011| + |101| + |110| + |111| =

|ooo| + 3s|000| + 352|000I + s3|ooo| =
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2 3 I=|000|(1+3s+35+s (1+s13'P'Iibre

La concentración de poïimero unido a Iigando es,

IPIunido = IPIT ' IPI’libre

o sea 1a suma de 1as concentraciones de 1as siete especies con A unido.

Si 1a concentración de una estructura como 1a 011 se expresa en forma de

ligando unido, entonces queda 2I011I pues hay dos moléculas de A por molécu­

la de polímero. Por extensión, 1a concentración tota] de A unido es:

|A| |001| + |010| + |100| + 2|011| + 2|101I + 2|1101 + 3|111| =unido =

= 3s|000| + 652|000| + 3s3|ooo| =

_ 2 _ 2 _- 3s|000| ( l + Zs + s ) - 3sl000| (1 + s) ­

lPllíbre 3s (1 + s12

E1 número promedio de moïéculas de Iigando A unidas por moïécula de po­

límero P, v, es igual a IAIum-do / ¡PIT

2

v _ |A|“ _ IPI11bre 35 (1 + S) = 3s' ' 3
IPIT Ipllibre (1 + s) 1 + S

Se puede demostrargl que en genera], si hay N sitios idénticos e inde­

pendientes,
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v = NS = .55151... de donde,
1 + s 1 + K|A|

v (1+ KIAI) = NK|A|

v = NK|A| - vKIAI

L KN - Kv = ¡((N-v)
IAI

Cuando N es grande, no es posible ni deseable determinar la concentra­

ción de las especies individuales. El parámetro v se usa más frecuentemente

para expresar la extensión de la unión.

Si este modelo se cumple, la representación gráfica de v/IAI versus v,

resulta una linea recta. La pendiente de la misma es -K, en donde K es la

constante de equilibrio de asociación para un sitio. Tambiénse puede expre­

sar en términos de la constante de equilibrio de disociación Kd =—%—por lo

cual,

_v_=L__v_=_1_(N_v)
|A| Kd Kd Kd

Otra forma de expresión es la siguiente:

IAI
como v = ———1¿=—lAl-(N - v)

IPIT Kd

NIPI vIPI NIPI IAI
entonces, —————= ————J;_ __—_I. = ____l - _____
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donde N|P|T = Q es e] número tota] de sitios de unión por unidad

de voiumen de 1a soiución (o por otra unidad reiativa comomg de polímero,

mgde proteina, etc.) y usando simbolos habituaies en 1a iiteratura:

IAIu = B ("bound")

IA] = F ("free")

se obtiene .9. = .3. - _É__
F Kd Kd

Representando B/F = f(B) se obtiene e] gráfico de Scatchardgz , que en

ias condiciones establecidas daria una recta con pendiente -1/Kd y ordenada

a1 origen Qle (a)

a: cumpie e] modelo

a b: r < 1

c: r > 1

Figura 8: Gráfico de Scatchard.

Para que e] gráfico sea una iinea recta como1a representada en g, de­

ben cumpiirse ias condiciones siguientes:
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- Que la reacción llegue al equilibrio (de otra manera no se pueden me­

dir las concentraciones en el equilibrio).

- Quesean sitios idénticos. Si esto no es asi aparecerán distintos va­

lores de Ky la ecuación no es una función lineal simplificada. Si por ejem­

plo hay dos sitios de unión con afinidad diferente por el ligando, se obten­

drá una curva resultante de las dos rectas con distinta pendiente -1/Kd.

Para i sitios diferentes se puede demostrar que

B NiKiF
v = = g ——-————e- que para el caso i = 1

|P|T 1 1 + KiF

se transforma en la ecuación ya vista v = QHEÏ——-(recordando que
1 + KF

F = |A|).

- Que los sitios de unión sean independientes. Si esto no se verifica,

la concentración de, por ejemplo. la especie 011 será rlOOOIs2 donde r es

el factor de corrección que tiene en cuenta la influencia del primer ligando

unido, sobre la entrada del segundo. Si r < 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 Q en

la figura 8 . Si r > 1 hay c00peratividad positiva donde el ligando unido

facilita la entrada del siguiente (curva g en la figura 8).

Aplicación del modelo a la unión de las lipoproteinas de sapo a los re­

ceptores en la membrana.



95

En la experiencia que nos ocupa el ligando era la lipoproteina, cuya

fracción proteica se deberia unir a receptores en la membranacelular.

Se utilizó una fracción de homogeneizadode glándula parotoide, obteni­

da por centrifugación a 27000 x g que consistía fundamentalmente de particu­

las de membrana celular. Dicho homogeneizado se hizo en un medio hipotónico

con bicarbonato de sodio, que destruye las células y deja las membranasprác­

ticamente intactas. Previo a la centrifugación a 27000x g se centrifugó a

3000 x g para lograr la sedimentación de núcleos, agregados grandes y célu­

las intactas.

Se procedió de esta manera, utilizando solamente membrana,para evitar

una posible "internalización" de las lipoproteinas al usar células enteras

(si hay "internalización" se produce degradación de la lipOproteina y en con­

secuencia no se cumplen las condiciones de equilibrio de unión necesarias

para el análisis; ver ecuación de Scatchard, pág. 93).

Se incubaron las lip0proteinas marcadas, con la preparación de membra­

nas.

Para construir el gráfico de Scatchard, se debian obtener varios puntos,

o sea incubaciones en que la concentración de lipoproteina unida (B en la

fórmula) fuera diferente dentro de un rango adecuado. Para variar B se agre­

garon cantidades variables de lipoproteina sin marcar. 0 sea, en cada tubo

de incubación se fijó la cantidad de proteina de membrana, la cantidad de
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125 125
lip0proteina marcada ( I-t-LDL o I-t-HDL) y se fueron agregando a cada

uno cantidades crecientes de lipoproteinas sin marcar; de este modola can­

tidad de ligando unido (B) aumenta (por desplazamiento del equilibrio) hasta

alcanzar la saturación de los sitios de unión. ComoB tiene un limite (nú­

mero total de sitios de unión) y F aumenta siempre con la masa de ligando

agregada, el cociente B/F disminuye. Por este motivo se obtiene una pendien­

te negativa en el gráfico de Scatchard.

La concentración de ligando unido B, se puede expresar en forma de masa

de ligando por unidad de volumen de solución de incubación o en forma molar,

o más habitualmente en el caso de lipoproteínas, 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 membranaen cada tubo y se obtiene asi el número de sitios

de unión 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 unidam . : m ———————
“"lda tOta] actividad agregada

donde mtota] = mlipoproteïna + rnlipOproteina
no marcada marcada

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

y la actividad unida se mide luego de la incubación, separando las lipopro­
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teinas unidas a receptores de los ligandos libres ( I-t-LDL o I-t-HDL)

por filtración 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 concentración de ligando libre (F) se determina así:

mtotal ' munida

Vincubación

Para que una estructura dada se pueda considerar un receptor debe po­

seer las siguientes caracteristicas: especificidad, alta afinidad por el li­

gando, que la unión ligando-receptor sea reversible, que llegue a un valor

de saturación y que la unión produzca una respuesta fisiológica medible.

Generalmente tienen además, baja capacidad, debido a que hay relativa­

mente pocos sitios de unión por célula. Esto último se hace más evidente

cuando se trata de un receptor cuyo ligando es un mensajero quimico (por

ejemplo neurotransmisores, hormonas, etc.).

Ademásde 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 llegan a saturar aunque se le agregue

al medio de incubación un exceso de ligando no marcado, mientras que los

sitios de unión eSpecifica (de alta afinidad) se saturan rápidamente cuando

aumenta la concentración de lipoproteina.
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Por este motivo, el vaior de unión inespecifica que es necesario des­

contar, se determina por e] agregado de un exceso de ligando no marcado.

Debido a 1a disminución de 1a actividad especifica de] trazador, por

J251 unida en estas condicio­exceso de ligando no marcado, 1a actividad de

nes corresponde estadísticamente a 1a unión de alta capacidad soïamente, es

decir, a 1a unión inespecifica.

1251 unida para e] ensayo con gran exceso de iipoprote­La actividad de

ina se resta de 10s valores de todos ios otros puntos y también de 1a acti­

vidad tota] agregada, por considerar que e] Iigando unido inespecificamente

no está disponibie para 1a unión con e] receptor.

Otro valor a considerar es e] control a tiempo cero. Este aparece debi­

do a] filtrado, ya que parte de] ligando marcado queda unido a] filtro, debi­

do a ios sitios de unión de baja afinidad de] mismo.

El valor de corrección debido a 1a unión a tiempo cero, que se debe des­

contar comoe] de 1a unión no especifica, se obtuvo de la siguiente manera:

se fiitraron las membranascon iipoproteina marcada (sin incubación previa)

y se midió 1a radiactividad remanente en el fiïtro; se hizo lo mismocon ei

agregado de 1ipoproteina sin marcar en exceso, observándose una disminución

de 1a actividad unida a1 filtro debido a 1a saturación de estos sitios; 1a

diferencia, que resultó un vaior pequeño, es e] contro] a tiempo cero.

E1 cáicuio completo se reaiiza entonces de 1a siguiente forma para cada
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act. unida v act. unida con exc. - act. unida a
de lig. no marcado_ tiempo ceropunto: m . - m ( )

unïda tota] act. agregada - act. unida con exceso
de Iigando no marcado

Actividad
de 125I

At

Actividad
correspondiente
a1 receptor

Unión
inespecif.

Act. correspond. sin incub.
a1 filtro previa
Act. correspond.
a] inespecifico J 1

Jn punto Ligando Sin incu- Sin incu­
cuaiquiera marcado bación, bación, con
de] gráfico y 1igando con ligan- ligando mar­
con ligando sin marcar do marcado cado más
marcado y en gran exceso de
sin marcar exceso no marcado

La actividad unida a1 fiïtro no se puede considerar dentro del valor de

unión inespecifica porque es "desplazabïe" por ligando no marcado. a diferen­

cia de 1a unión inespecifica que por no saturarse (aïta capacidad) no dismi­

nuye por dilución de] Iigando marcado y tiene un valor constante Iuego de

las incubaciones.

Los ensayos se hicieron por duplicado y ios vaiores promedio para cada

punto y cada iipoproteina se voïcaron en gráficos de Scatchard (ver capitulo

"Resuïtados obtenidos", pág. 116).
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e) Marcación de las lipoproteinas con linoleato de Il,2,6,7-3HI

colesterol

El linoleato de |1,2,6,7-3HI colesterol se unió a las lipoproteinas

por el método de Faust et. aZ.93 (ver capitulo "Experimental", pág. 196).

La larga cadena del linoleato facilita la unión con las lipoproteinas.

En realidad la LDL, por ejemplo, es un complejo grande con fonna esfé­

rica (22 nm de diámetro) que contiene un centro con alrededor de 1500 molé­

culas de colesterol esterificadas con ácidos grasos de cadena larga . Dicho

centro está rodeado por.una doble capa lipïdica que contiene dos copias de

una proteina que es la responsable de la unión de la LDLa los receptores

de la superficie celular.

f) Incubación de cortes de tejido de glándula parotoide con las lipgf

proteinas marcadascon 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 pág. 189).

Se realizaron los experimentos por triplicado con y sin el agregado de

colchicina (gg).

El alcaloide colchicina es un inhibidor de la "internalización", o sea
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94la endocítosis mediada por receptores‘ a 1a cua] 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 I2-14CI mevalónico (¿29.

Los resultados obtenidos muestran (ver Tabla .l) que el ácido meva­

lónico se incorpora en el veneno de sapos, pero solamente en la fracción "y­

sitosteroï", a] menos durante e] tiempo que duró 1a experiencia.

Los valores de incorporación absoluta y de incorporación especifica se

caïculan como se indica:

activ1dad tota] en e] producto aislado x 100Incorporación absoluta 1 =
actividad tota] inoculada

act. esp. de] producto aisïado (dpm/mmol) x 100Incorporación eSpecifica Z =
act. esp. del trazador inoculado (dpm/nnnl)

Cuando no se aisla un producto puro sino una mezcïa (por ejemplo e] ve­

neno crudo) no puede determinarse e] vaïor de actividad eSpecifica en dpm/mmo]

sino por unidad de masa (dpm/mg), por lo que no se puede caïcular ei vaïor

de incorporación especifica.

La separación de los esteroïes componentes de] producto llamado "y-si­

tosteroï", que comose dijo resultó infructuosa por cg] preparativa y se

reaïizó por cromatografía iiquida de alta resoïución (cïar), permitió medir

1a actividad especifica de cada estero] en 1a mezc1a. Por cg] se comprobó

que cada una de las bandas obtenidas por ciar correspondía a un soïo estero].
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En e] análisis por cg] anaïitico, el pico de estigmastero] (g) se obser­

vó superpuesto parcialmente con e] de campesterol (g) y e] de sitosterol (5),

por 10 que no fue integrado y en consecuencia no pudo determinarse su masa

(ver Tabia 2).

A continuación se muestran cromatogramas tipicos de cïar y cgi para 1a

mezcla "y-sitosterol".

jp.­

Cromatogramaquuido de alta resolución (cïar) de] "y-sitosterol“

radiactivo (ver condiciones en "Parte experimental").
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18.26 coïesterol

19.63 campestero]
20.73 sitostero]

Cromatogramagaseoso (cgï) de] "y-sitosterol" radiactivo (ver condiciones

en "Parte experimental").

GEO



Tabïal.Inoculacíóndeácido[2-14CImevalónicoasaposBufbpggggggmis.

ACTIVIDAD ESPECIFICA

DEL

TRAZADOR

ACTIVIDAD

TOTAL

INOCULADA

TIEMPODEVENENOCRUDOEXTRACTO(CT3 COLECCION

DELMASAACT.ACT.INCORP.MASAACT.

VENENOTOTALESP.ABSOL.TOTAL

CH-MeOH)

NUMERO

DE

ANIMALESACT.

ESP.

INCORP. ABSOL.

dpm/amm]dpmdíasmgdpmdpm/mgZmgdpmdpm/mg%

985

7,2105,410101491001,1105120,02024901,210480,022

"y-SITOSTEROL"BUFALINAMARINO­

BUFAGINA

TELOCINO­ BUFAGINA

COLESTEROLDEHIGADO

MASAACT.

TOTAL

ACT. ESP.

INCORP. ABSOL.

ACT. ESP.

ACT. ESP.

ACT. ESP.

MASAACT.

TOTAL

ACT. ESP.

INCORP.INCORP. ABSOL.ESPEC.

mgdpmdpm/mgZdpm/mgdpm/mgdpm/mgmgdpmdpm/mgdpm/mmo]ZZ

5

1261,2109780,022835312,2lO67,11042,71070,410,37
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Tabla2.Searacíón

deTosesteroTescomnentesdel"v-sitosterol"

Erovenientede1aexperienciaconácido|-14C|mevalónico.

"Y-SITOSTEROL"COLESTEROL(45%)*CAMPESTEROL(29%)*

MASAACTIVIDADACTIVIDADACTIVIDADINCORPORACIONACTIVIDADACTIVIDAD

INCORPORACION

ESPECIFICATOTALESPECIFICAESPECIFICATOTALESPECIFICA

ESPECIFICA

mgdpm/mgdpmdpm/mgdpm/mmolZdpmdpm/mgdpm/mmoT%

197854217206,7lO50,009231134,51040,0006

ESTIGMASTEROLSITOSTEROL(26%)*

ACTIVIDADACTIVIDADINCORPORACIONACTIVIDADACTIVIDADINCORPORACION

TOTALESPECIFICAESPECIFICATOTALESPECIFICAESPECIFICA

dpmdpm/mgdpm/mmo]Zdpmdpm/mgdpm/mmo]z

13—-—12662,71040,0004

*Determinadoporcg]anaïítica.
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b) [20-14€] 3B-Hidroxi. B.pregnan-20-ona Qgg).

Basado en experiencias anteriore527 que indicaban que 1a biosintesis

de bufadienóïidos en sapos era un proceso muy lento y que recién a partir de

Ios 15-20 dias comenzabaa notarse incorporación de un trazador (un precursor

esteroida] comoe] colesteroï) en el veneno tota], éste se coïectó a 105 40

dias de 1a inocuïación.

Los resultados de incorporación se encuentran en ia Tabia 3.

c) [1,2-3H| Coiesteroï gg), d) |21-14c1 3B-hidroxi-58-pregnan-20-ona (QE)

y e) 121-14C1 SB-colestan-3B-ol (gg).

Comoya se mencionó anteriormente, e] ensayo con coïesterol tritiado

se reaïizó comocontro], ya que se conocia27 que e] colesteroi era precursor

de los bufadienóïidos. En consecuencia, e] veneno radiactivo obtenido por

inocuïación de dicho colesteroï, no fue fraccionado en sus componenteseste­

roidaies.

Los resultados obtenidos en función del tiempo de coïección de] veneno,

para cada uno de Ios trazadores radiactivos inocuïados, se encuentran en 1a

Tabïa 3.

En e] caso de 1a inyección de |21-14Cl58-c01estan—36-01 (coprostanoï

radiactivo), se encontró veneno marcado a 10s 98 y 129 dias después de 1a
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inoculación, por lo que dicho veneno se fraccionó para observar si los bufa­

dienólidos habian resultado con marcación.

Comose indica en 1a Tabla 4, e] bufadienólido arenobufagina resuïtó e]

presente en mayor proporción, por lo cua] fue aislado, purificado y calculada

1a incorporación especifica de] coprostano] en e] mismo. Los restantes bufa­

dienólidos presentes en 1a mezcla resultaron también radiactivos, pero debido

a 1a escasa cantidad existente en dicha mezcla, no pudieron ser aisïados en

estado puro.



Tabla3.Inoculacióndetrazadoresradiactivosesteroidaïes.

COMPUESTO
INOCULADO

ACT. ESP.

ESPECIEY NUMERODE

SAPOS

ACTIVIDAD

TOTAL

INOCULADA

TIEMPODE COLECCION

DEL

VENENO

ALICUOTADE VENENOCRUDO

MASAACT.ESP.

EXTRACTO

(C13CH-MeOH)

MASAACT.ESP.

dpm/mmo]

dpm

días

mgdpm/mg

mgdpm/mg

¡20-14c¡3BLHidroxi­
Sa-pregnan-ZO-ona

1,2109

B.paracnemis

(10)

2,0108

40

17603

35018

|1,2-3H|Colesterol

1,21011

B.arenarum

(2)

1,81o8

OQ
I-l

ÜGWMN

¡21-14cl3B-Hidroxi­
SB-pregnan-ZO-ona

3,1lO

B.arenarum

(2)

8,6106

nl

'k

¡21-14cl56—Colestan­

36-01

3,0109

B.arenarum

(2)

2,2107

10O
8O

8719**
10524**

3195**41117**

*Laextracciónnosereaïizó
**Vaïorespromediodelosdosanimales.

porquee]venenotota]

noteníaradiactividad.
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Tabla4.IncorporacióndeJZl-“ClSB-coTestan-3B-01ene]bufadienóh‘doarenobufagin.

TIEMPODEBUFADIENOLIDOMASADEACTIVIDADACTIVIDADINCORPORACIONINCORPORACIONCOLECCIONAISLADOBUFADIENOLIDOTOTALESPECIFICAABSOLUTAESPECIFICA

DELDELDEL

VENENOCOPROSTANOLCOPROSTANOL

díasmgdpmdpm/mgdpm/mmoT%%
98arenobufagina3,27232269,41040,00330,0031

129arenobufagina3,35811767,31040,00270,0024
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ENSAYOS CON HOMOGENEIZADOS Y CON CORTES DE TEJIDO DE GLANDULAS

PARDTOIDES DE SAPOS BUFO ARENARUM.

a) Inoculación de J1-14CI acetato de sodio y |5-3Hl mevalonolactona a

cortes de tejido de glándula parotoide.

Los resultados de las incubaciones de una mezcla de estos trazadores

radiactivos con cortes de tejido de glándula 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 incorporación apreciable. En los demás casos no

se detectó radiactividad en las zonas de las placas cromatográficas corres­

pondientes a colesterol.

El agregado de colesterol no marcado a los extractos de las incubacio­

nes de 16 hs con tejido hepático y la recristalización de la mezcla total,

condujo al aislamiento de colesterol con actividad especifica constante de

14€ y de 3H. Los valores de actividad especifica y de porcentaje de conver­

sión de los trazadores en colesterol, por unidad de masa de tejido, se en­

cuentran en la Tabla 6.

Se observa que se logró obtener colesterol con actividad especiiica

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

recristalización y que la actividad especifica del derivado cristalino



Tabla5.Incorporacióndel1-14CIacetatodesodioyI5-3Hlmevaionoiactonaentejidodehigadoïgdgggiánduia

parotoide.

Sapo1Sapo2

TejidoHígadoGlánduiaHígadoGlánduia Tiempodeincubación(hs)216216216.216 Masadetejido(mg)309243142121270179345336 Actividadde|1-l4c|6 acetatodesodio(dpm)6,710

6,7106,71066,71066,71066,71066,71066,7106

Actividadde¡5-3HI mevalonoiactona(dpm)4,9107

4,91074,91074,91074,91074,91074,91074,9107

Incorporaciónde14c(dpm)ND5,4104NDNDND3,71o4NDND Incorporaciónde3H(dpm)ND1,7106NDNDND3,1106NDND

ND:nodetectable

L.­ ¡.1 |\)



Tabïa6.Actividadesespecíficasde]colesteroïbiosíntetizadoene]tejidodehígado.

SapolSapo2

Coïesteroï,5°recristaïización(dpm/umoï)330085,3216023,8 Coïesteroï,aguasmadres(dpm/umoï)335083,0214023,0 Acetatodecoïesteroï(dpm/umoï)330084,2208022,0 Zdeconversión/gdetejido7,01,36,30,5

113
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14€.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 lo tanto, los porcentajes

de conversión de precursor en colesterol, por gramode 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 más del 90%de la radiactividad inicial

se recuperó en el medio de incubación.

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

Las lipoproteinas aisladas según se detalla más atrás (ver pág. 192),

constituyeron bandas únicas por electroforesis en geles de poliacrilamida y

la concentración final de cada una de ellas fue 1,52 mgde proteina total/ml

de solución de t-LDL y 8,45 mg de proteína total/ml de solución de t-HDL.

c) Marcación de las lipoproteinas con 1251 (ver pág. 194).

125
Los valores de incorporación absoluta porcentual de I en las li­

poproteinas, se observan en la siguiente tabla (Tabla N° 7).
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125
‘ TabJa 7. Incorporación de I en las Tipoproteinas de 5399,

t-LDL t-HDL

ACTIVIDAD MASA DE ACTIVIDAD INCORP. MASA DE ACTIVIDAD INCORP.

TOTAL PROTEINA ESPECIFICA ABSOL. PROTEINA ESPECIFICA ABSOL.
125

DE I

AGREGADA

yCi ug yCi/ Z ug nCi/ z

ng proteína ug proteina

500 100 1,70 34 100 1.83 3695

d) Ensayo de unión de las lipoproteinas iodadas a ïos recegtores en 1a

membrana.

Cuando se incubaron alícuotas de 1a preparación de membranade glán­

. 125 125 - d 1' t '­du1as parot01des con I II-t-LDL o | I|-t-HDL, 1a cantidad e ipopro ei

na marcada unida a 1as membranas disminuyó a1 aumentar 1a concentración de

los Iigandos no marcados.

Esto indica 1a existencia de sitios de unión de aïta afinidad para LDL

y para HDL.

Las siguientes figuras muestran e] anáïisis de estos sitios de union

por e] método de Scatchard.
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B/F 009 r

. ‘02 Gleúlmlzz
ug LDLunida/mg proteína de membrana (B)

Figura 9: Gráfico de Scatchard para 1a unión de la t-LDL a membrana de

glánduïa parotoide.

B/F

0 6 ¡2 le 24 30 36 :2

pg HDLunida/mg proteína de membrana (B)

Figura 10: Gráfico de Scatchard para 1a unión de 1a t-HDL a membrana de

gïánduïa parotoide.
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Se obtuvieron curvas que se resoïvieron en dos componentes (considerando

a cada curva como suma de dos rectas) para ambas Iipoproteinas: una componen­

te de alta afinidad (gran vaior de pendiente, o sea pequeño valor de Kd) y

una de baja afinidad.

Los vaïores de constante de disociación (Kd) y número de sitios de unión

reïativo a 1a masa tota] de proteina de membrana (Q), para 1as componentes de

alta y baja afinidad para ambas lipoproteinas, se indican en 1a siguiente

tabïa (N°3).

Tabla 8. Constantes de disociación (Kd) y números de sitios de unión (Q)

gara t-LDL X t-HDL.

Kd Q

(ug/m1) (ug/m9 proteina)

Aïta 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) Marcación de 1as Tipoproteinas con Tinoieato de LI¿2,6,7-3HL

colesterol.

Los contenidos en coTesterol y actividades especificas de las Iipopro­

teinas marcadas con coiesteroi tritiado, se indican en 1a siguiente tabla (N°9).

Tabla 9. Incorporación de colesterol tritiado en las Tipogroteinas.

MASA DE ACTIVIDAD TOTAL ACTIVIDAD INCORPORACION CONTENIDO
PROTEINA AGREGADA DEL ESPECIFICA ABSOLUTA D
MARCADA LINOLEATO DE DE COLESTEROL

COLESTEROL LIPOPROTEINA TOTAL
TRITIADO 'MARCADA

mg dpm dpm/ 2 mg/
mg proteina mg proteina

t-LDL 1 8.8 107 6,2 107 70 0.034

t-HDL 1 8,8 107 8,1 107 92 0,086

f) Incubación de cortes de tejido de gTánduIa parotoide con las Tipo­

groteinas marcadas con TinoTeato de 11,2L6,7-3H| coIestero].

Estos ensayos, realizados por triplicado, con y sin eT agregado de

coïchicina, para ambas Tipoproteinas, condujeron a Tos resuTtados indicados

en 1a siguiente tabIa (N°IO).



Tabla10.IncorporacióndeTipoproteínasmarcadasene]tejidodeglándulaparotoide.

CONCENTRACION

DE

COLCHICINA

RADIACTIVIDAD

TOTAL

INCORPORADA

ACTIVIDADCONTENIDO ESPECIFICADE

COLESTEROL

TOTAL

INCORPORACIONHIDROLISIS ENELTEJIDODEL

LINOLEATO

DEDE

COLESTEROLCOLESTEROL

TOTALTRITIADO

DE

PROTEINA

uM

dpm/

dpm/mg/ng/ng/Z

mgtejido

mgproteínamgproteínamgtejidomgtejido

t-LDL

Il Í 1 o iU I Ii ¡ i Í l

2000t5006,2107

7

+¡

0,0343281,1Í0,34,3

800t606,210

I—i

+|

0,034130,4t0,118,3

t-HDL

1100Í5008,1107

ko
+|

0,086141,2t0,513,9

2200t1603,11070,08628t22,3Í0,26,0
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Los valores de concentración 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 midió en

los extractos orgánicos, luego de las incubaciones.

Conestos últimos valores y los de actividad especifica de las lipopro­

teinas, se obtuvieron las incorporaciones de t-LDLy t-HDLal tejido. A par­

tir de dichas incorporaciones y conociendo la concentración de colesterol en

cada lipoproteina, se calcularon los valores de incorporación de colesterol

al tejido.

Cuando los extractos orgánicos se cromatografiaron en capa delgada y

cada cromatogramase cortó en tiras transversales para su elución y posterior

medición de radiactividad, se obtuvieron perfiles cromatográficos comoel de

la figura 11, en donde se representa radiactividad en función de número de

fracción eluida.

Las bandas radiactivas comparadascon testigos correspondían a coleste­

rol y a linoleato de colesterol, según Rf creciente. De la relación de la ra­

diactividad presente en dichas bandas, se obtuvo el porcentaje de hidrólisis

del linoleato de colesterol tritiado incorporado al tejido, en cada uno de

los casos.
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Figura 11: Perfi] cromatográfico del extracto orgánico obtenido

1uego de la incubación de tejido de glándula parotoide

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



CAPITULO 5

DISCUSION DE RESULTADOS
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INOCULACION DE TRAZADORES RADIACTIVOS A ANIMALES INTACTOS.

. 14 . .
a) Ac1do I2- CI mevalonico (gg).

Los resultados presentados en la Tabla 1, indican que los bufadienóli­

dos aislados presentaron una actividad eSpecifica casi nula, lo cual podria

señalar que, al menos teóricamente, el "tiempo de reacción" no fue suficiente

y que si se desearan obtener bufadienólidos radiactivos por inoculación de

ácido mevalónico, uno de los factores a modificar seria el lapso desde la ino­

culación del trazador hasta la extracción del veneno. que posiblemente deberia

ser muchomayor que el utilizado en esta experiencia.

Por otra parte, conocido el carácter de precursor biosintético del coles­

terol, respecto de los bufadienólidos y teniendo en cuenta el bajo valor de

radiactividad del colesterol glandular. si hubiera existido transformación de

éste en los bufadienólidos, sus respectivos valores de incorporación habrian

sido excesivamente reducidos comopara ser detectados con los métodos analíti­

cos utilizados.

El ácido mevalónico se convirtió en colesterol en el higado, con una in­

corporación especifica de 0,37%y absoluta de 0,41%. Este era un resultado

esperado, dado el reconocido carácter del ácido mevalónico comoprecursor

biosintético del colesterol en tejido hepátic024.

En el caso del material extraido de glándulas parotoides, la incorpora­



D-J Í\) (A.

ción absoluta del ácido mevalónico en el veneno total, el extracto clorofór­

mico-metanólico y la fracción "y-sitosterol" aislada, fue de aproximadamente

0,02% en los tres casos, evidentemente un valor muchomenor que el obtenido

para el colesterol de higado. Recordando que el único componente de la mezcla

total que habia resultado marcado era el colesterol presente en el llamado

"y-sitosterol" (ver Tabla 2, pág. 106). es evidente que la incorporación de

ácido mevalónico en colesterol. difiere notablemente si éste proviene del hi­

gado o de las glándulas parotoides.

Varios factores podrian contribuir a producir esta diferencia:

- El ácido mevalónico podria llegar más rápidamente al higado que a la glán­

dula parotoide.

- El higado podria biosintetizar colesterol más rápidamente que la glándula.

- El colesterol glandular podria provenir del exterior de la célula y no de

una biosintesis de novo. en cuyo caso sólo una parte del colesterol circulan­

te se encontraría en la glándula. Tanto el colesterol circulante comoel de

la glándula podrian tener menoractividad especifica, simplementepor dilu­

ción con el colesterol preexistente.

Un resultado intrigante proviene del conocimiento que el colesterol com­

ponente del "y-sitosterol" era más de quince veces más radiactivo que los de­

más esteroles homólogos presentes en la mezcla, indicando. comoya se expresó,

que era el ünico esterol biosintetizado por el sapo y haciendo presumir que



124

los demás (esteroles tipicos de vegetales) podrian ingresar a través de la

dieta del animal y llegar a la glándula mediante algún mecanismodesconocido.

El hecho de que esteroles comocampesterol, estigmasterol y sitosterol

estén presentes en el "veneno" de sapos, abre una nueva incógnita: aparente­

mente, aunquetienen distintas cadenas laterales, todos estos esteroles son

tomados por la célula glandular desde el exterior de la misma, pero su posi­

ble función comoprecursores de los bufadienólidos de sapos no puede asegurar­

se. Presumiblemente, dado que la célula los acumula, alguna función deben cum­

plir. Además,si la cadena lateral se escindiera entre los carbonos 20 y 22,

todos estos esteroles darian lugar a un mismoposible precursor, aunque no

surge a priori una explicación lógica para que fueran utilizados comoprecur­

sores de bufadienólidos en reemplazo de colesterol, dada la abundancia de este

último en los tejidos del animal, salvo que constituyeran parte de algún ca­

minobiosintético secundario o alternativo.

b) [20-14c1 3B-Hidroxi-5&:pregnan-20-ona (gg).

En el caso de la inoculación de este compuesto radiactivo, los resul­

tados obtenidos con sapos Bufb paracnemis indican que prácticamente no hubo

incorporación en el veneno crudo o en el extracto clorofórmico-metanólico de

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

dor.
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Los pequeños valores de radiactividad obtenidos, sugirieron la necesidad

de una experiencia adicional para confirmarlos, fundamentalmente en lo que

respecta al tiempo de duración del ensayo. Dicha experiencia se realizó luego,

con sapos Bufb arenarum inoculando el mismo producto, pero marcado en C-21,

o sea con |21-l4CI 3B-hidroxi-SB-pregnan-ZO-ona.

c) 121-14C] 3B-Hidroxi-SB-pregnan-ZO-ona QQQ).

Esta experiencia, con sapos Bufb arenarum, seguida durante tres meses,

en la que se obtuvieron venenos totalmente inactivos, confirmó los resultados

anteriores.

Aün teniendo en cuenta la diferencia en la especie de sapo y en el carbo­

no elegido para la marcación isotópica 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 relación

de los anillos A/Bcis, pero sin hidroxilar en C-l4 con orientación B, no es

precursor de los bufadienólidos en sapos, o por lo menos no puede llegar al

sitio de biosintesis de los mismos.

Teniendo en cuenta que el colesterol27 y el c0prostanol (gg) (como ya se

señaló) que tienen la cadena lateral de 8 carbonos intacta, son incorporados

en los bufadienólidos, se podria postular que dicha cadena lateral es necesa­
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ria para acceder al sitio de biosintesis. Unaalternativa seria suponer que

un trazador con cadena lateral de 2 carbonos, seria precursor de los bufadie­

nólidos, sólo si su sistema anular presentara la sustitución definitiva de

los mismos, o sea, 20-ceto-pregnanos con isomeria A/Bcie y sustituyente oxi­

genado en C-14 con orientación B.

Si esta última posibilidad fuera correcta, el pregnano inoculado no po­

dria ser un precursor adecuado y el esquemabiosintético de colesterol a bu­

fadienólidos seguiría otro caminosin utilizar a dicho pregnano comointer­

mediario (ver figura J, pág. 32).

Aqui es necesario destacar que el pregnano inoculado ni siquiera llegó

a la glándula, pues se obtuvo veneno totalmente inactivo.

Sin llegar a descartar la alternativa anterior, dado que no existen da­

tos comopara hacerlo, aparenta ser más probable que el fracaso de la expe­

riencia se deba a la imposibilidad para el trazador de llegar al sitio de

biosintesis debido a la cadena lateral degradada que presenta.

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

o - '
Comose esperaba segun resultados anteriores , este producto resulto

incorporado en el veneno glandular de sapos Bufb arenarum y los valeres de

actividad aumentaron con el tiempo desde su inoculación.

Los resultados obtenidos solamente indican que las condiciones experi­



mentaies eran adecuadas para las tres experiencias reaiizadas en paraieio con

sapos Bufb arenarum. No tienen vaior comparativo ya que ia actividad eSpeci­

fica de] coiesteroi tritiado era muchomayor que 1a de ios otros dos produc­

tos inocuïados y también 10 fue 1a actividad tota] inoculada.

e) |21-14CI SB-Coiestan-SB-oï (gg).

En e] ensayo con este trazador radiactivo. que fue realizado con sa­

pos Bufb arenarum en forma paralela a los dos anteriores, se iograron resulta­

dos positivos de incorporación. por 10 que se deduce que el coprostanoi (gg)

puede actuar comoprecursor de los bufadienóiidos de origen anima] (Tabias 3

y 4).

Este haiiazgo es de significativa importancia pues estaria indicando, a1

menospara ei caso de experiencias.con animales intactos. la necesidad bioió­

gica de que ios precursores biosintéticos de bufadienóiidos. deban poseer una

cadena 1atera1 de por 10 menos 8 carbonos. tipo colesterol. para poder ser

transportados y acceder a las gianduias productoras de "veneno".

Considerando que e1 coprostanoi. con sistema A/B saturado con configura­

ción oie, esta estructuralmente mis relacionado con Ios bufadienóiidos

que ei propio coiesterol y como. ademas de poco probable. es desconocido un

camino de coprostano] a coïesterol. e] coprostanol deberia ser un precursor

posterior a coiesterol en e] caminobiosintético a bufadienólidos.
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E] vaïor de incorporación especifica de coprostano] en e] bufadienóïido

arenobufagina (0,003%) resulta menor que e] descript027 para colesteroi mar­

cado en 0-20, incorporado en marinobufagina (0,03 a 0,1% en sapos Bufb parac­

nemia). Las diferencias experimentales (especie de sapo, época de inocuïación

y duración de las experiencias) entre e] ensayo descripto previamente y e]

rea1izado en este trabajo, no permiten efectuar una comparación váiida entre

ambos, en cuanto a una cuantificación de resultados.

Por otra parte, existe 1a posibilidad de que e] coprostano] no sea un

“precursor natural" sino que pertenezca a un camino secundario de biosintesis

de bufadienóïidos, pero por poseer el eïemento fundamenta] para acceder a1 si­

tio de biosintesis, esto es, una cadena 1atera] idéntica a 1a de coïesteroï,

los mecanismos invoïucrados en esos pasos no puedan diferenciarïo de coleste­

rol. Una vez en 1a giánduïa, podria ser convertido en bufadienóïido por un

procedimiento biosintético aberrante, es decir, no natura].
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ENSAYOS CON HOMOGENEIZADOS Y CON CORTES DE TEJIDO DE GLANDULAÉ

PAROTOIDES DE SAPOS BUFO ARENARUM.

Inoculación de Il-14CI acetato de sodio y I5-3HI mevalonolactona a cortes

de tejido de glándula parotoide.

Dados los valores ya presentados. es evidente que. en las condiciones ex­

perimentales empleadas, sólo el tejido de higado fue capaz de biosintetizar

colesterol, mientras que el tejido de glándula parotoide no produjo colesterol,

a partir de acetato o mevalonato. durante las 16 hs de incubación.

En el caso de incorporación positiva con cortes de tejido de higado, aun­

que en las incubaciones se agregó más cantidad de precursor tritiado (mevalo­

nolactona) que de precursor con 14€ (acetato de sodio), el cálculo del porcen­

taje de conversión permitió establecer que la mevalonolactona es un precursor

más eficaz que el acetato, resultado compatible con el camino biosintético

establecido para el colesterol en tejido hepático.

Los resultados obtenidos con los cortes de tejido de higado, señalan la

existencia de un periodo de inducción durante al menos las primeras 2 hs de

incubación, ya que no se observó colesterol radiactivo en las incubaciones

de 2 hs.

Hellig y Savardgs , trabajando con cortes de tejido de cuerpo lüteo bo­

vino, encontraron un periodo de inducción similar, aunque de menor extensión,
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en la incorporación de |l-14CI acetato de sodio en colesterol. Estos autores

atribuyeron dicho periodo de inducción, a la presencia de cierta cantidad de

acetato no marcado endógeno, que podria ser utilizado por el tejido antes que

el acetato exógeno pudiera metabolizarse.

En el presente caso, el mayor periodo previo a la formación de coleste­

rol radiactivo en cortes de tejido de higado de sapos, comparado con los de

cuerpo lüteo bovino, se puede explicar por varios factores, entre ellos, la

presencia de niveles mayores de precursores de colesterol endógenos, una di­

fusión más lenta del sustrato dentro del tejido y la diferente temperatura de

las experiencias de incubación: Hellig y Savard realizaron sus experiencias

a 37°C, mientras que en este trabajo se realizaron a 25°C, por consiguiente,

con una probable reducción del metabolismo que transforma los precursores en

colesterol.

Comose dijo anteriormente, hay tres fuentes inmediatas de colesterol

para las glándulas parotoides: sintesis de novo, colesterol de lip0proteinas

y reservas intracelulares de ésteres de colesterol. Aunqueesta última no se

mencionó como fuente de aprovisionamiento de colesterol, es la f0rma habitual

de almacenamiento dentro de la célula. Además, 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 coiesteroi de novo, a pesar de lo cua], 1a cantidad de coiesteroï tomado

de las 1ipoproteinas es, en genera], mayor que 1a cantidad provista por dicha

sintesis.

Sin embargo, 1a experiencia reaiiaada in vitro, con acetato y mevaionato.

indica que e] tejido de glánduia parotoide no biosintetiza coiesterol en in­

cubaciones de hasta 16 hs, mientras que, comose esperaba, e] tejido hepáti­

co si produce este estero].

Este dato estaria indicando que e] coïesterol que se encuentra en e]

"venenode sapos", extraido de las glánduïas parotoides. no seria sintetizado

en 1a propia glánduïa, sino obtenido en su mayor parte, de fuentes externas.

Unión de t-LDL y t-HDL a receptores en 1a membrana ce1u1ar de gïándula

parotoide,

La investigación de 1a presencia de sitios de unión para las Iipoprotei­

nas en las membranasceiulares de glánduia parotoide de sapos Bufb arenarum,

condujo a resuitados compatibïes con 1a presencia de sitios receptores para

. . .. .. _ . 9697
ambas iipoproteinas, con afinidades 51m11aresa aquelïas descriptas ’

para otros tejidos esteroidogénicos.

125
Por otro iado, otros estudios de unión de I-HDL humana (h-HDL) a mem­

branas de glánduïa parotoidega indicaron 1a existencia de sitios de unión de
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aita afinidad, con Kd = 8,6 pg/mi y una máxima capacidad de unión Q = 2,2

pg/mg de proteina de HDL. Cuando se comparan estos va1ores con ios obtenidos

para las dos 1ipoproteinas de sapo (ver Tab1a 8), se observa que la Iipopro­

teina humanatiene menor afinidad (para e] sitio de alta afinidad) pero una

similar capacidad de unión.

Los gráficos de Scatchard se resoivieron en dos componentes, apiicando

un modelo matemático para dos sitios de unión diferentes, uno de alta y otro

de baja afinidad. Nose puede descartar, sin embargo, que se trate de sitios

idénticos pero no independientes y 1as curvas obtenidas correspondan a un ca­

so de cooperatividad negativa (ver pág. 94).

Incorporación de Iipoproteinas marcadas con linoïeato de coïesterol

tritiagg.

La incorporación y degradación de LDLpor las céïulas, consiste de un

mecanismoespecifico mediado por receptores y una pinocitosis inespecifica

(que invoïucra 1a endocitosis de fiuidos o soïutos via pequeñas vesicuias

que se forman en 1a membrana).

Ostïum y coïaboradoresg4 informaron que 1a coïchicina (gg) inhibe se­

]ectivamente 1a incorporación de LDLmediada por receptores. Estos autores

no observaron efecto en fibrobïastos de pacientes afectados de hipercoïeste­

r01emia familiar (enfermedadhereditaria caracterizada por 1a faïta de sin­
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tesis de los receptores celulares para LDLy consecuentemente por los niveles

muy altos de LDL,o sea de colesterol, en sangre). Ademásencontraron que el

agregado de colchicina tampoco afectó la degradación de albúmina de suero bo­

vino en células normales.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, en este trabajo se probó el efecto

de la colchicina sobre la incorporación de lipoproteinas mediada por recepto­

res.

Los resultados (ver Tabla 10) indican que el agregado de colchicina inhi­

be la incorporación de LDLen aproximadamente 60%y también produce un aumento

en el porcentaje de hidrólisis del linoleato de colesterol incorporado a la

glándula. Por otro lado, para HDL,el agregado de colchicina, aumenta en un

100%la incorporación de colesterol, reduciendo el porcentaje de hidrólisis del

linoleato de colesterol.

Estos resultados muestran que, en condiciones normales, más de 70 ng de

colesterol por 100 mg de tejido, deberian ser incorporados en 16 hs, por el

camino de la LDLmediado por receptor y que, además, la entrada de colesterol

por la via de la LDLaumenta la esterificación de colesterol.

99-101
Se ha demostrado que la adición de LDL, pero no de HDL. a fibro­

blastos preincubados en medios pobres en lipoproteinas, incrementa la incorpo­

14ración de ácido oleico marcado con C en ésteres de colesterol. Además, medi­

ciones directas de la actividad de la enzima acil-CoAzcolesterol aciltransfe­
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rasa (ACAT,que cataliza la esterificación de colesterol) indicaron que la

misma se incrementó cuando se cultivaron fibroblastos en presencia de LDL.

Estas observaciones están de acuerdo con los resultados obtenidos en este

trabajo, en lo concerniente al incremento detectado de la hidrólisis cuando

se inhibe la endocitosis de LDLmediada por receptor ("internalización") y

también con un incremento similar de la hidrólisis producida cuando se usa HDL

en lugar de LDL, a pesar de que en ambos casos la incorporación de colesterol

resultó casi idéntica.

El medio de incubación en el que se trató 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 observó colesterol tritiado en los medios de in­

cubación al finalizar las mismas) indicando que su hidrólisis no era consecuen­

cia de la secreción de algún producto celular.

Por otra parte, a pesar de que el mecanismo de la incorporación de coles­

terol, via la HDL,no se conoce completamente, parece ser diferente del camino

de la LDLy la evidencia disponible indica que el camino de la HDLestá mediado

por un receptor que es distinto del receptor para la LDL.

Los cultivos de células del tumor adrenal Y-l de ratón, normalmente no

metabolizan HDL;sin embargo, el hecho de que utilicen colesterol de HDLcuando

están inhibidos los microfilamentos, puede indicar que el citoesqueleto res­

.. . . . 88
tringe, de alguna manera, la expre51on de este camino tn vztro
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Estos resultados previos, concuerdan con los obtenidos en las presentes

incubaciones de |3H| t-HDL con tejido de glándula parotoide de sapo, que mues­

tran un aumento de 100%en la incorporación de colesterol y una disminución

en el porcentaje de hidrólisis, cuando el experimento se llevá 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 sólo en

roedoressa , el significado fisiológico del último resultado no se puede ex­

plicar sobre la base del conocimiento presente.

Los datos anteriores combinados, llevan a establecer que en el proceso

objeto de la presente investigación, el colesterol usado por las glándulas

parotoides para la biosintesis de bufadienólidos, deberia ser producido prin­

cipalmente por el higado o absorbido por el intestino, transportado por las

lipoproteinas circulantes e incorporado a la glándula por un mecanismomediado

por receptor.



CAP ITULO 6

EXPERIMENTAL
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GENERALIDADES

Los puntos de fusión fueron determinados con un aparato Fisher-Johns y

no están corregidos.

Los espectros de absorción en el infrarrojo (IR) se realizaron utilizan­

do espectrofotómetros Perkin-Elmer, modelo 421 o modelo 137 o modelo 710 B,

dispersando la muestra en Nujol.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 1H (RMN-lH)se efectua­

ron a 60 MHzcon un espectrómetro Varian A-60, o a 100 MHzcon un espectróme­

13ctro Varian XL-lOO-lS. Los espectros de resonancia magnética nuclear de

(RMN-13€)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. El solvente utilizado

fue cloroformo deuterado (Cl3CD) salvo en los casos en que se indique lo con­

trario. En todas las determinaciones se usó tetrametilsilano (TMS)comose­

ñal de referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan en unida­

des 6 (Ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz); las señales

se indican en cada caso comos: 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 espectrómetro de

masa Varian-MAT CH7-A, comandado por una computadora Varian-MAT Data System
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166, con unidades de salida TRCTektronix 4010 e impresora Tektronix 4631.

En todos los casos los espectros se realizaron por introducción directa de

las muestras.

Las mediciones de radiactividad (3H o 14€) se llevaron a cabo en un es­

pectrómetro de centelleo líquido Packard Tri-Carb 3003, o en un Tracor Ana­

lytic Mark III, o en un BeckmanLS-lOO. Según la polaridad, las muestras se

disolvieron empleandouna solución centelleadora conteniendo 4,0 g de 2,5­

difeniloxazol (PPO)y 250 mgde 1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil) benceno

(dimetil-POPOP) por litro de solución en tolueno, o en una solución centellea­

dora conteniendo 100 g de naftaleno, 7,0 g de PPOy 300 mg de dimetil-POPOP

por litro de solución en dioxano. Para muestras dispersables en agua, se rea­

lizó el agregado de 14 ml de solución centelleadora en diokano a la muestra

suspendida en l ml de agua.

25 .I se realizaron en un contador deLas mediciones de radiactividad de l

radiación gamma Beckman Gamma4000.

Las radiocromatografias se realizaron utilizando un radiocromatógrafo

Packard 7201 equipado con un contador Geiger, un registrador y un integrador.

Las cromatografias en capa delgada (ccd) analíticas se realizaron utili­

zando como fase fija silicagel G (Merck) y como reveladores vapores de iodo

o solución acuosa de ácido sulfúrico al 50%con posterior calentamiento a

110°C. Para mayor resolución se utilizaron placas cromatográficas comercia­
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les de silicagel 60 F254 sobre aluminio (Merck).

Las ccd preparativas (1-2 mmde espesor) se efectuaron utilizando sili­

cagel PF254 (Merck), observándolas luego de desarrolladas a la luz ultravio­

leta (254 nm). Para mayor resolución, en muestras radiactivas, se utilizaron

placas cromatográficas comerciales de silicagel 60 F254 (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 comoadsorbente

silicagel Davison (malla 100-200).

Las cromatografias gas-liquido (cgl) analíticas se efectuaron en un cro­

matógrafo gaseoso Hewlett-Packard, modelo 5830 A, con detector de ionización

de llama, equipado con columnas de vidrio de 1,80 ó 1,20 m de longitud y 2

mmde diámetro interno, empacadas con fases SE-30 (3%) u 0V-17 (3%), sobre

Chromosorb w-Aw-DMCS,malla 60-80.

Las cromatografias gas-liquido preparativas se efectuaron en un croma­

tógrafo gaseoso Hewlett-Packard, modelo 5750, con detector de conductividad

térmica, con una unidad colectora de fracciones modelo 5797 B, equipado con

columnas metálicas de 1,80 m de longitud y 3 mmde diámetro externo, empaca­

das con fase 0V-17 (3%) sobre Chromosorb w-Aw-DMCS,malla 60-80.
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Las cromatografias liquido-liquido de alta resolución (clar) se efectua­

ron en un cromatógrafo liquido Hewlett-Packard modelo 1084 B, equipado con

un detector de indice de refracción (RI) modelo 79877 A, un inyector automá­

tico de volumen variable modelo 79841 A y un colector automático de fraccio­

nes. Se utilizaron dos columnas RP8 (para cromatografia en fase inversa) en

serie, una de 5 um y la otra de 10 pm de tamaño de partícula, de 200 mmde

longitud por 4,6 mmde diámetro interno cada una. El solvente de desarrollo

utilizado fue acetonitrilozagua (85:15) con un caudal de 2 ml/minuto.

Las ultracentrifugaciones se realizaron utilizando una centrífuga

Beckman L5-50.

Los homogeneizados se efectuaron utilizando un homogeneizador Ultra­

Turrax y las incubaciones se realizaron en un incubador modelo Dubnofs.

El cianuro de potasio marcado con 14€ fue adquirido al Commisariat a l'

Energie Atomique, Francia.

El ioduro de metilo marcado con 14€ fue adquirido a The Radiochemical

Centre Ltd., Amersham,Inglaterra.

El |l-14CI acetato de sodio, |5-3Hl mevalonolactona, ácido |2-14Cl meva­

lónico comosal de DBED(dibenciletilendiamina), [1,2-3HI colesterol, linolea­

1251| ioduro de sodio en hidróxido deto de |1,2,6,7-3H| colesterol y el |

sodio fueron adquiridos a NewEngland Nuclear Corp., EE.UU.

Todas las drogas radiactivas comerciales se adquirieron por intermedio
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de 1a Comisión Naciona] de Energía Atómica.

Los soïventes fueron evaporados a presión reducida a temperaturas por

debajo de 50°C.
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33-Acetoxi-17g-hidroxiandrost-S-en-17g-carbonitrilo (gg).

Método A:

33-Acetoxiandrost-5-en-17-ona (gg) (330 mg) se suspendió en

etanol (6 ml) en un tubo de vidrio Pyrex, se le agregaron 650 mg de cianuro

de potasio (relación KCNzesteroide = 10:1) y 1,5 ml de ácido acético mante­

niéndose todo en un baño frío (hielo y sal) y cerrándose inmediatamente el

tubo a la llama. La mezcla de reacción se colocó en un horno cilíndrico eléc­

trico a 80°C y se mantuvo a esa temperatura durante 45 minutos. Se volcó so­

bre una solución acuosa de ácido clorhídrico (5 ml de HCl (c) en 50 ml de

agua) y se filtró. El sólido se disolvió en acetato de etilo (50 ml), se lavó

con agua (3 x 50 ml) y se secó. Por evaporación del solvente se obtuvo un só­

lido cristalino (335 mg) que por ccd reveló ser una mezcla con un rendimiento

menor que 40% en el producto buscado.

Al intentar purificar la cianhidrina por ccd preparativa o por cromato­

grafía en columna con silicagel o alümina neutra, o por cromatografía gaseosa,

se recuperaba sólo el material de partida por lo que se dedujo que la cianhi­

drina se descomponíaperdiendo ácido cianhídrico.

Método B:

Se utilizó un sistema comoel de la figura 12.

En el balón se colocaron 120 mg de 3B-acetoxiandrost-S-en-17-ona (gg) y

4 ml de etanol. En el fondo del tubo se colocaron 120 mg de cianuro de pota­

sio (relación 5:1 con el esteroide) y en la tubuladura lateral 1 ml de ácido

sulfúrico (c). Se enfrió el balón sumergiéndolo en aire líquido y se evacuó

el sistema (1 torr) abriendo las llaves A, B y C. Luego se cerró la llave A

y se giró el tubo para poner en contacto el ácido con el cianuro.
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acetato de H2504 (c)
androstenoïona

(gg) en etanol (r

z

‘“- aire Hquido4

Figura 12: Equipo de reacción para 1a síntesis de 1a cianhidrina El.
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Se ca1entó e] tubo unos minutos y se cerró 1a llave B. Por último se sacó e]

baño refrigerante, se dejó iiegar a temperatura ambiente con agitación magné­

tica y se mantuvo en estas condiciones durante 2 hs.

E1 producto se aisló comoen e] caso anterior (método A) recuperándose

118 mg de materiai de partida comose comprobó por cromatografía.

Método C:

33-Acetoxiandrost-S-en-17-ona (gg) (120 mg) se suspendió en 3

m1 de etano] y se agregaron 120 mg de cianuro de potasio (reiación 5:1 con e]

esteroide). La mezcia de reacción se mantuvo a 10°C en un baión tapado con un

tapón de iátex y con buena agitación. Se inyectó una gota de ácido acético

a través de] tapón. Luego de 15 minutos se agregaron 0,7 m1 más de ácido acé­

tico, gota a gota a una velocidad de 6 gotas durante 1 hora y e] resto duran­

te una segunda hora. Se iievó a temperatura ambiente y se mantuvo asi 2 horas

nás.

E1 producto tota] se aisló como en e] método A (pág. 141).

Se obtuvieron 116 mg (conversión aproximada de 90% segün ccd) de un pro­

ducto de menor Rf que e] de partida en ccd, que recristalizado de etanol re­

suitó ser 1a cianhidrina buscada (El) con un p.f. 185-187°C (litfogz 195 y

203-206°C, para los dos epimeros en C-17).

IR (cm-1): 3300 (O-H), 2210 (can), 173o (c=o, éster), 1250 (c-o, acetato).

RMN-le 6 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-ó).

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 ­

CNH —anillo D - H, 11).
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Método D:

Se usó e] mismo método C pero con una relación 1:1 de cianuro

de sodio a esteroide y agregando trozos de vidrio que dificultaban pero no

impedían 1a agitación. Este añadido se realizó para simuiar 1a introducción

de] cianuro de sodio marcado por ruptura de 1a ampolla en que se provee. Las

cantidades utilizadas fueron: 100 mg de] compuesto gg, 14,7 mg de cianuro de

sodio, 4 m1 de etano] y 0,2 m1 de ácido acético.

Luego de aislado e] producto de 1a reacción, se observó un bajo rendi­

miento en 1a cianhidrina (20-30% por ccd).

Método E:

Se utiiizó e] método D pero con relación 2:1 de cianuro de so­

dio a esteroide y agregando también los trozos de vidrio.

En este caso se determinó, por ccd, que 1a conversión en cianhidrina

fue aproximadamente 60%.

Método F:

Se usó el método D con una re1aci6n 2,5:1 de cianuro de sodio

a esteroide, agregando ios trozos de vidrio.

Por ccd se determinó que la conversión en cianhidrina fue aproximada­

mente 80%.

38-Acetoxiandrosta-5,16-dien-17-carbonitri10 (gg).

Método A:

3B-Acetoxi-17g—hidroxiandrost-S-en-17g-carbonitrilo (EZ) (14

mg) se disoivió en 0,3 m1 de piridina anhidra, 1a soiución se enfrió a -8°C

y se adicionó 0,1 m1de cioruro de tioniio recién destiiado. La reacción se
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mantuvo en el congelador de una heladera comündurante 21 hs. Se volcó cui­

dadosamente sobre hielo picado y se extrajo con éter etílico (2 x 30 ml); se

lavó la capa etérea con solución al 10%de ácido clorhídrico acuoso (2 x 30

ml) y finalmente con agua hasta neutralidad de la fase acuosa; el extracto

orgánico se secó y se evaporó el solvente.

Se obtuvieron 16 mg de un producto impuro que por ccd mostró ser el re­

activo de partida en una proporción mayor que 90%.

Método B:

Se usó el método A anterior, pero a temperatura ambiente duran­

te 20 hs.

El rendimiento de la reacción fue muybajo.

Se ensayó nuevamente el método A (pág.144) a dos temperaturas

distintas: a 78°C durante 1 hora y a 127°C durante l hora. Se comprobó 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.

Comose sabe que el producto esperado debe tener mayor Rf que el reacti­

vo de partida, se desecharon estas dos condiciones técnicas.

Método D:

El compuesto El (102 mg) se colocó en un tubo de vidrio Pyrex

y se disolvió con 5 ml de piridina, se agregaron 0,2 ml de oxicloruro de fós­

foro y se cerró el tubo a la llama. Se calentó en un horno tubular eléctrico

a 1509€ durante 90 minutos con agitación ocasional. Se rompió el tubo y se

volcó el contenido sobre una solución de ácido clorhídrico en agua (10:40 ml).

Se extrajo con cloruro de metileno y se lavó el extracto con agua hasta neu­

tralidad de la fase acuosa. El extracto orgánico se secó y se evap0ró el sol­
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vente.

Se obtuvieron 94 mg de producto impuro con aproximadamente 50% de] com­

puesto buscado gg segün se observó por ccd.

E1 compUestose purificó por ccd preparativa sobre si1icage1, obtenién­

dose 50 mg dei mismo.

Se recristaïizó de etanol y los cristaïes obtenidos tenian un p.f. 204­

206°C (1it.54 : 206°c).

IR (cm'l): 2210 (CEN), 1745 (c=o, éster), 1260 (c-o, acetato).

RMN-le 6 0,95 (s, 3H, CH3-18), 1,07 (s, 3H, CH3-19), 2,02 (s, 3H, CH3COO-),

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 - CH3, 39), 105 (anilïo D +

CH3-18 + CN, 27).

3B,17g-Diacetoxiandrost-S-en-17E—carbonitrilo (57a).

38-Acetoxi-17g-hidroxiandrost-S-en-l7g-carbonitrilo (EZ) (60 mg) se di­

soivió en 4 m1 de anhídrido acético y se ca1entó a refiujo durante 24 hs.

Por ccd se comprobóque la cianhidrina de partida habia reaccionado

compïetamente.

Se evaporó e] anhídrido acético a presión reducida con 1a ayuda de agre­

gados de etano] (5 m1 cada vez), obteniéndose 65 mg de producto impuro, que

fueron purificados por ccd preparativa sobre silicagei, Iográndose 34 mgde

un producto esenciaimente puro (fila). Luegode recristalizado de etano]

acuoso dicho producto tenia p.f. 207—209°c(1it.103:203-206°C, para e] ACC-178)

IR (cm-1): 1745 (C=0, éster), 1720 (C=0, éster), 1245 (C-O, acetato).

RMN-le 6 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, CHCOO-en C-17), 4,59 (m, 1H, H-3), 5,38 (m,3

lH, H-ó).

EM, m/z(%): 339 (M — ACOH, 100), 324 (M - ACOH - CH3, 12), 297 (M - AcOH ­

42(CH2C0 o CH3+CNH), 5), 282 (M - AcOH - 42 - CH3, 5), 279 (M ­

2Ac0H, 10), 264 (M - ZACOH- CH3, 12), 237 (M - ZACOH- CH3 ­

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

3B-Hidroxipregga-5,16-dien-20-ona (gg).

36-Acetoxiandrosta-5,ló-dien-17-carbonitrilo (gg) (80 mg)se disolvió

en 1,5 ml de benceno anhidro y la solución se agregó lentamente con jeringa

a través de un tapón de látex al reactivo de Grignard preparado de la si­

guiente manera: en un balón de tres bocas (una con tapón de látex, otra con

un refrigerante conectado a una corriente de nitrógeno 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 hidróxido de potasio) se colocaron

750 mgde virutas de magnesio, un cristalito de iodo y 20 ml de éter etílico

anhidro; con el magnesio, el iodo y el éter en ambiente de nitrógeno con

agitación y enfriando externamente con hielo, se comenzóel burbujeo de

bromuro de metilo seco proveniente de un tubo que se colocó a temperatura

ambiente (p.e. CH3Br= 4°C); luego de 2 hs de burbujeo lento se observó que

habia reaccionado todo el magnesio; la reacción fue enérgica y se observó

reflujo de éter; cuandocesó, la solución era gris oscura y turbia; enton­

ces se llevó a temperatura ambiente y se inyectó el esteroide disuelto en

benceno anhidro.

La mezcla de reacción se calentó a reflujo por 46 hs, se enfrió a 0°C
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y se agregaron 6 m1 de ácido acético 1entamente y 1uego 9 m1 de agua. Se

evaporaron los soïventes más voïátiles a presión reducida. Se calentó a re­

flujo durante 20 minutos y se volcó sobre hielo picado. Se extrajo con clo­

ruro de metileno (3 x 30 m1); e] extracto orgánico se 1avó con agua (3 x 30

m1) y se secó. Por evaporación del soïvente se obtuvo un producto impuro

(80 mg) que te recristaïizó de etanol dando 43 mg de] producto deseado (59)

con p.f. 205-2o7°c (lit.54 : 216°C)

IR (cm'l): 3600-3100 (O-H), 1660 (C=0, cetona conjugada), 1590 (C=Cconj.).

RMN-1H: 6 0,92 (s, 3H, 0H3-18), 1,05 (s, 3H, 0H3—19), 2,06 (s, 3H, CH3-21),

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

C: 6 36,6 (C-l), 30,2 (0-2), 71,6 (0-3), 42,3 (0-4), 141,2 (0-5),

120,8 (0-6), 31,5 (0-7 ó 0-8), 31,6 (0-8 6 0-7), 50,4 (0-9), 37,1

RMN_13

(C-10), 20,7 (0-11), 34,6 (0-12), 46,0 (0-13), 56,4 (0-14), 32,2

(C-15), 155,2 (0-16), 144,2 (0-17), 15,7 (0-18), 19,3 (0-19), 196,5

(0-20), 27,1 (0-21).

EM, m/z(%): 314 (M, 100), 299 (M - CH3, 35), 296 (M - H20, 25), 281 (M - CH3

- H20, 32), 271 (M - 0H300, 15), 253 (M - H20 - 0H300, 13), 239

(M - H20 - CH3CO- CH3 + H, 6), 229 (M - anillo A - CH3 + 2H,

23), 203 (M - H20 - C7H9, 32)

3B-Acetoxi-53-androstan-17-ona (gl).

3B-Hidroxi-SB-androstan-17-ona (99) (500 mg) se disoïvió en 3m] de pi­

ridina anhidra y se agregaron 3 m1 de anhídrido acético; se dejó 20 hs en

reposo y Iuego se voïcó sobre ácido cïorhïdrico acuoso (6 m1 de HC] (c) en

40 m1 de agua); se extrajo con cïoruro de metíïeno (3 x 50 m1), se 1avó e]
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extracto orgánico con agua hasta pH neutro (3 x 50 m1) y se secó. Por evapo­

ración de] solvente se obtuvieron 570 mg de producto puro por ccd, que re­

cristalizado de etanol tuvo un p.f. 160°C (1it.104: 161-163°C)

IR (cm'l): 174o (c=o, éster), 1700 (c=o, cetona), 1250 (c-o, acetato).

RMN-le 6 0,88 (s, 3H, CH3-18), 1,01 (s, 3H, 0H3-19), 2,05 (s, 3H, 0H3000-),

5,10 (m, 1H, H-3)

RMN-130:a 30,5 (c-1 ó c-4), 24,9 (c-2), 70,3 (c-3), 30,7 (c-4 ó c-1), 37,3

(0-5), 26,2 (0-6), 25,0 (0-7), 35,0 (0-8 ó 0-10), 40,2 (0-9), 35,2

(C-10 6 0-8), 20,3 (0-11), 31,7 (0-12), 47,7 (0-13), 51,4 (0-14),

21,7 (0-15), 35,8 (0-16), 223,9 (0-17), 13,8 (0-18), 23,7 (0-19),

21,4 (0H3000R), 170,2 (0H3000R).

EM, m/z(%): 332 (M, 6), 272 (M - ACOH, 100), 257 (M - ACOH- CH3, 44), 244

(M - ACOH- 28(00 o 02H4), 20), 239 (M - ACOH- CH3 - HZO, 6),

230 (M - ACOH- CHZCO, 6), 229 (M - ACOH- 28 - 0H3, 6), 228 (M ­

ACOH - CHZCO - 2H, 4), 218 (M - ACOH - 04H6, 7), 216 (M - ACOH ­

aniïlo D, 17), 215 (M —AcOH- anillo D - H, 17), 213 (M - ACOH­

CH3 - CHZCO- 2H, 9), 201 (M - ACOH- anilïo D - 0H3, 13).

3B-Acetoxi-175-hidroxi-58-androstan-17g-carbonitriïo (g_).

Siguiendo 1a técnica que se indica en la sintesis de] compuestoEl, mé­

todo F (pág.144) y utiïizando en este caso 202 mg de 38-acetoxi-SB-androstan­

17-ona.(fi¿), 79 mgde cianuro de sodio (reïación 2,5:1 de cianuro de sodio a

esteroide) y 0,7 m1 de ácido acético en 8 m1 de etanol, se obtuvieron 219 mg

de producto (mezcla epimérica en C-17) con aproximadamente 80} de] compuesto

buscado (gg) segün se determinó por ccd, que no fueron purificados.
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P.f.: 139-160°C(lit.104: isómero 17a hidroxilado, 192°0; isómero 17a hidro­

xiiado, 224°0).

IR (cm'l): 3350 (O-H), 2210 (csN), 1740 (0:0, éster), 1700 (0:0, cetona).

RMN-1H: a 0,86 (s, 3H, CH3-18), 0,99 (s, 3H, CH3—19),2,05 (s, 3H, CH3C00-),

5,09 (m, 1H, H-3).

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

- CH3, 35), 272 (M - AcOH - CNH, 100), 257 (M - AcOH - CNH - CH3,

58), 244 (M - AcOH - CNH- 28(00 o C2H4), 27), 230 (M - AcOH ­

CNH - 0H200, 13), 229 (M - AcOH - CNH - 28 - CH3, 11), 228 (M ­

AcOH - CNH - 0H200 - 2M, 8), 218 (M - AcOH - CNH - C4H6, 11),

216 (M - AcOH - CNH- anillo 0, 30), 215 (M - AcOH - CNH- anillo

0 - H, 6o), 213 (M - AcOH - CNH - CH260 - 2H, 15), 201 (M - AcOH

- CNH- aniiio 0 - CH3, 23).

3B,17g-Diacetoxi-SB-androstan-17g-carbonitrilo (62a).

Método A:

3B-A0etoxi-17E-hidroxi-56-androstan-17g-carbonitriïo (gg) (30

mg) se disoïvió en 3 m1de anhídrido acético y se calentó a reflujo durante

20 hs. Se evaporó ei anhídrido acético a presión reducida (con agregado de

etanol) obteniéndose 35 mgde materia] crudo, que se recristalizó de etanol

acuoso dando un p.f. 197-200°c (iit.la4:

RMN-le 6 0,89 (s, 3H, CH3-18), 0,99 (s, 3H, CH3-19), 2,05 (s, 3H, CH3COO­

199-201).

en 0-3), 2,10 (s, 3H, CH3COO-en 0-17), 5,10 (m, lH, H-3).

RMN-130:6 30,5 (0-1), 25,0 (0-2), 70,5 (c—3), 30,8 (0-4), 37,2 (0-5), 25,7

(C-6), 26,2 (0-7), 35,7 (0-8), 39,4 (0-9), 34,9 (0-10), 20,7 (0-11),
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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 (6-18), 23,7 (C-19), 118,6 (6-20), 21,5 y 20,6

(QH3COOR), 170,4 y 168,9 (CH3QQOR).

EM, m/z(%): 341 (M - AcOH, 69), 326 (M - AcOH - CH3, 25), 299 (M - AcOH ­

CNH- CH3, 18), 287 (M - AcOH - C4H6, 9), 281 (M - 2Ac0H, 7),

272 (M - AcOH - CHZCO - CNH, 9), 257 (M - AcOH - CHZCO - CNH ­

CH3, 30), 244 (M - AcOH - CHZCO- CNH - 28(C0 o C2H4), 11), 215

(M - AcOH- cad. lat. - anillo D - H, 32), 201 (M - AcOH- cad.

lat. - anillo D - CH3, 15), 57 (C4H9, 100).

Método B:

El compuesto gg_(27 mg) se disolVió en 2 ml de anhídrido acéti­

co y se le agregó 0,1 g de ácido p-toluensulfónico; se calentó a reflujo du­

rante 3 hs, lapso durante el cual la mezcla de reatción se oscureció mucho.

Se volcó sobre agua, se agitó durante 15 minutos y se extrajo con clo­

ruro de metileno (2 x 30 ml); el extracto orgánico se lavó con agua hasta

neutralidad (3 x 30 ml) y se secó. Por ccd se observaron muchas manchas a

lo largo de toda la placa, por lo que se descartó este método.

Método C:

' Se usó el método B pero con ácido clorhídrico en lugar de áci­

do p-toluensulfónico y un reflujo de 22 hs en lugar de 3 hs.

Se obtuvo el compuesto buscado 623 con rendimiento similar al del méto­

do A.

3B-Acetoxi-SB-androst-16-en-17-carbonitrilo (QE).

Método A:
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3B-Acetoxi-17E-hidroxi-SB-androstan-17g-carbonitrilo (gg) (33

mg) se disolvió en 2 ml de etanol, se le agregaron 0,2 ml de ácido clorhidri;

co (c) y se calentó a reflujo durante 1 hora.

Por ccd se comprobóque habia desaparecido la cianhidrina de partida

para dar un producto más polar que presentaba el siguiente espectro de RMN-1

6 0,85 (s, 3H, CH3-18), 0,97 (s, 3H, CH3-19), 4,10 (m, lH, H-3).

H

Del espectro de RMN-lHse comprueba que no hay señal de acetato ni de

protones olefinicos; además los metilos 18 y 19 aparecen aproximadamente al

mismovalor de deSplazamiento quimico que en el compuesto gg; todo esto indi­

ca que en el material de partida sólo se habia hidrolizado el acetato en C-3

y que el hidroxilo terciario no se habia eliminado, por lo que esta técnica

se descartó.

Método B:

El diacetato figg_(20 mg) se sublimó en alto vacio (0.1 torr) y

a 16090 pero el producto sublimado resultó sin variación comose comprobó

por RMN-lH,que mostró las dos señales para metilos de acetatos (6 = 2,05 y

6 = 2,10).

Método C:

El diacetato gg; (12 mg) se trató con 50 mg de acetato de pota­

sio y 0,8 ml de N,N-dimetilformamida calentando a 105°C durante 8 hs bajo at­

mósfera de nitrógeno 57 . Sólo se obtuvo el material de partida algo impuri­

ficado con un producto más polar segün se observó por ccd. El RMN-1H de la

mezcla presentaba las dos señales de metilos (6 = 2,05 y 6 = 2,10) de aceta­

tos diferentes.

Método D:

El compuesto gg (30 mg) se disolvió en 1,5 ml de cloruro de
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meti1eno y se 1e agregó una soiución de 0,05 m1 de tribromuro de fósforo en

0,5 m1 de cioruro de metiieno. Se dejó a temperatura ambiente durante 15 hs.

Se observó por ccd 1a aparición de varias manchas, entre eiias 1a de]

materia] de partida, pero ninguna coincidente con 1a de] producto buscado.

Método E:

E1 compuesto gg (103 mg) se disoivió en 2 m1 de piridina, se

agregó 0,1 m1 de oxicïoruro de fósforo y 1a mezcla se ca1entó en un tubo ce­

rrado a 150°C durante 30 minutos. Se volcó Iuego sobre ácido clorhídrico

acuoso (4 m1 de HC](c) en 30 m1 de agua) y se extrajo con cïoruro de metile­

no (2 x 40 m1). E1 extracto se 1avó con agua hasta neutralidad y se secó.

Por evaporación de] soïvente se obtuvo un residuo (94 mg) que por ccd

mostraba una mancha importante de] producto deshidratado deseado gg. Se pu­

rificó dicho residuo por ccd preparativa de silicagel, aisïándose 56 mg

(aproximadamente 60%de rendimiento) de producto 9;, que recristaïizado de

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

IR (cm’l): 2195 (asu), 1730 (c=o, éster), 124o (c-o. acetato).

RMN-IM:6 0,91 (s, 3H, CH3-18), 1,01 (s. 3H, CH3-19), 2,03 (s, 3H, CH3C00-),

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

C: 6 30,6 (C-l), 25,0 (C-2), 70,4 (C-3), 30,6 (C-4), 37,3 (C-S), 26,1

(C-6), 26,3 (C-7), 35,1 (C-8), 40,4 (C-9), 35,1 (C-10), 20,8 (0-11),

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), m120 (0-20, enmascarado

con fondo), 21,4 (EH3COOR),170,4 (CH3g00R).

EM, m/z(%): 341 (M, 1), 281 (M - AcOH, 89), 266 (M - Ac0H - CH3, 96), 240

(M - AcOH - CH3 - CN, 14), 239 (M - AcOH - CH3 - CNH, 15), 227

(M - AcOH - C4H6, 26), 212 (M - AcOH - C4H6 - CH3, 58), 105 (100).

RMN_13
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3B-Hídroxi-58-9regn-16-en-20-ona (g_).

Se empïeó 1a técnica utilizada para obtener BB-hidroxípregna-S,16-dien­

20-ona (52). Se partió de 58 mg del compuesto gg_disue1tos en 1,5 m1 de ben­

ceno anhidro que se inyectaron a] baïón con e] bromuro de metiïmagnesio en

éter etïïico preparado comose indicó en dicha técnica (pág.147).

Se obtuvo un producto impuro que se cromatografió en coïumna de silica­

ge] eïuyendo con cïoruro de metiïeno, para dar 47 mg (aproximadamente 80%)

del producto deseado (64), que se recristalizó de etanol acuoso.

P.f.: 181-184°C (11t.105: 188-190°C).

IR (cm'l): 3400 (O-H), 167o (c=o, cetona conj.), 1590 (c=c, conj.).

RMN-le 6 0,88 (s, 3H, CH3-18), 1,00 (s, 3H, CH3-19), 2,03 (s, 3H, CH3-21),

4,07 (m, 1H, H-3), 6,62 (dd, J=1 y 0=1,5, 1H, H-16).

RMN-13€:a 29,8 (C-l), 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-B), 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-lS), 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 - CH3, 19), 283 (M - CH3 - HZO, 31), 273 (M

- CH3CO, 72), 255 (M - CH3C0 - H20, 39), 201 (M - HZO - CH3CO­

aniïïo D - CH3, 7), 43 (CH3CO, 100).

33-Hidroxí-SB-Qregnan-ZO-ona (65).

E1 compuesto 64 (25 mg) se disoïvió en 10 m1 de acetato de etiïo y se

hidrogenó con pa1adio 10%sobre carbón por 12 hs a temperatura ambiente y

presión atmosférica. Se filtró para e1iminar e] cataïizador y se 1avó éste
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con acetato de etiio.

Por evaporación de) soivente se obtuvieron 25 mgde producto esencia]­

mente puro por ccd, que se recristaiizó de etano] acuoso, dando un p.f. 141,5

-144°0 (1it.106: 149°0).

¡R (cm‘l): 3250 (O-H), 1700 (c=o).

RMN-le 6 0,62 (s, 3H, 0H3-18), 0,97 (s, 3H, 0H3-19), 2,11 (s, 3H, 0H3-21),

4,13 (m, 1H, H-3).

RMN-1%::630,0 (0-1), 27,9 (0-2), 66,9 (0-3), 33,5 (0-4), 36,4 (0-5), 26,0

(0-6), 26,3 (0-7), 35,7 (C-8), 39,8 (0-9), 35,7 (0-10), 21,0 (0-11),

39,3 (0-12), 44,4 (0-13), 56,8 (0-14), 24,5 (0-15), 22,9 (0-16), 64,0

(0-17), 13,5 (0-18), 23,9 (0-19), 209,6 (0-20), 31,5 (0-21).

EM, m/z(%): 318 (M, 57), 303 (M - CH3, 24), 300 (M - HZO, 94), 285 (M - H20 ­

0H3, 30), 275 (M - 0H300, 5), 260 (M - CH3 - 0H300, 12), 257 (M ­

H20 - 0H300, 21), 242 (M - HZO - CH3 - 0H300, 11), 233 (M - 0H300

- anillo D - H, 26), 215 (M - H20 - 0H300 - anillo D - H, 62),

201 (M - H20 - 0H300 - anillo D - 0H3, 9), 43 (0H300, 100).

-carbonitri10 (66).

Se usó 1a técnica indicada para la sintesis de] compuesto inactivo ¿7,

método F (pág. 144). En este caso se usaron 200 mg de 33-acetoxi-53-andros­

tan-17-ona (El), una mezcia de 99 mg de cianuro de potasio y-1,06 Mgde

|140| cianuro de potasio (1 m0i) y 0,7 m] de ácido acético en 3 m1 de etanol.

Se obtuvieron 198 mg de producto con propiedades fisicas (IR, EM)idén­

ticas a aquéllas de] producto no marcado (EZ) y con una actividad especifica

de 0,65 mCi/mmoï.
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¡20-14cl 38-Acetoxi-SB-androst-16-en-17-carbonitri10 (91).

Se utilizó 1a técnica descripta para la sintesis de] compuestogg, méto­

do E (pág. 153). E1 compuesto 9Q (190 mg) se disolvió en 4 m1 de piridina

anhidra; se trató con 0,2 m1de oxicïoruro de fósforo y 1a mezcla se calentó

en tubo cerrado a 150°C durante 30 minutos. El producto se extrajo de 1a ma­

nera indicada en 1a técnica mencionada.

Se obtuvo un residuo de 187 mg que se purificó a través de una columna

con silicagei, dando e] producto buscado (91) (164 mg) con propiedades fisi­

cas (IR, EM)idénticas a aquéllas de una muestra no marcada (gg) y con una

actividad especifica de 0,66 mCi/mmo].

20-14C BB-Hidroxi-SB- re n-16-en-20-ona (gg).

Siguiendo 1a técnica utilizada para obtener e] compuestoinactivo gg.

se preparó una soïución de ioduro de metiïmagnesio a partir de 1,5 g de mag­

nesio, 0,1 mg de iodo y 4,4 m1 de ioduro de metilo en 25 m1 de éter etílico

anhidro. A esa soiución se le añadieron 158 mg de] compuesto 91 disueïtos en

3 ml de benceno. La mezcla se reflujo durante 48 hs y e1 producto se extrajo

comose indicó en 1a técnica antes mencionada (pág. 147). El residuo obteni­

do se purificó por una coïumna de si1icage1 eïuyendo con benceno y benceno­

acetato de etilo (95:5 y 90:10). Se obtuvo e] producto gg puro. de p.f. 170­

173°C que resuïtó indistinguible por IR y por ENde una muestra auténtica de

Q1 y con una actividad especifica de 0,66 mCi/mmo].
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[20-14CI 3B-Hidroxi-SBapregnan-ZO-ona (gg).

E1 compuesto fifi_(93,5 mg) se disoïvió en 20 m1 de acetato de etilo y se

hidrogenó con 1a técnica utilizada para e] producto QE (pág. 154).

Se obtuvieron asi 93 mgde] producto buscado gg que se recristalizaron

de etano] acuoso. Dicho producto era homogéneo por ccd y tenia p.f. 141-144°C

con propiedades fisicas (IR, EM)idénticas a aquéïlas de una muestra no mar­

cada (gg) y con una actividad especifica de 0,65 mCi/mmoï.

33,21-Diacetoxipregn-S-en-ZO-ona (70).

A 1,000 g de 38-acetoxipregn-S-en-ZO-ona (Zé) (acetato de pregnenolona)

se 1e agregó una solución de 4,000 g de tetraacetato de pïomo en 45 m1 de

benceno, 3 m1 de metano] y 8 m1 de eterato de trifïuoruro de boro. E1 balón

con 1a mezcla de reacción se mantuvo cerrado durante 17 hs a temperatura am­

biente y con agitación. Se voïcó e] contenido sobre 100 m1 de agua, se extra­

jo con benceno (3 x 40 m1), e] extracto orgánico se 1avó con agua y se secó.

Por evaporación de] soïvente se obtuvo un residuo (1,180 g) con una

conversión en 19 de aproximadamente 90%segün se observó por ccd.

Se recristalizó de etanol, obteniéndose 800 mgde] producto 19 con p.f.

151-155°C (1it.107 : 165-167°C).

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

(C-O, acetato).

COO- enRMN-lH: 6 0,68 (S, 3H, CH3-18), 1,03 (s, 3H, CH -19), 2,04 (S, 3H, CH3 3

C-3), 2,17 (s, 3H, CH3COO-en C-21), 4,60 (m, lH, H-3), 4,52 (d, J=

16, 1H, H-21), 4,75 (d, J=16, lH, H-21), 5,28 (m, lH, H-6).
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RMN-130:6 38,0 (c-1), 27,7 (6-2), 73,7 (6-3), 38,5 (6-4), 139,5 (c-5), 122,0

(6-6), 31,7 (6-7 6 6-8), 31,8 (6-8 ó 6-7), 49,8 (6-9), 37,0 (6-10),

20,5 (6-11), 36,6 (c-12), 44,6 (C-13), 56,9 (6-14), 24,6 (6-15),

22,9 (6-16), 59,2 (6-17), 13,1 (6-18), 19,3 (6-19), 203,4 (6-20),

69,1 (c-21), 21,4 y 21,0 (9H3COOR),170,2 y 170,0 (6836008).

EM, m/z(%): 416 (M, 1), 356 (M - Ac0H, 100), 341 (M - Ac0H - CH3, 9), 282 (M

—ACOH- 682060683 + H, 17), 255 (M - Ac0H - cad. lat., 56).

33,21-Dihidroxigregn-S-en-ZO-ona (71).

El compuesto 19 (700 mg) se disolvió en 50 ml de etanol caliente y se

agregó 0,1 ml de ácido sulfúrico (c). Se calentó a reflujo durante 16 hs y se

volcó sobre 150 ml de agua. Se extrajo con éter etílico (2 x 50 ml), el ex­

tracto se lavó con agua (3 x 50 ml) y se secó.

Por evaporación del solvente se obtuvieron 551 mg de residuo, que luego

de dos recristalizaciones con etanol produjeron 470 mg de producto Z; puro

por ccd, con p.f. 165-167°0 (lit.108 : 155-160°C).

IR (cm-1): 3500-3200 (0-H), 1710 (C=0).

RMN-lH(01300 + MeOD, TMS): 6 0,66 (s, 3H, 0H3-18), 1,00 (S, 3H, 0H3-19),

3,40 (m, lH, H-3), 4,16 (s, 2H, CH2-21), 5,28 (m, lH, H-6).

RMN-136(Cl3CD+ Meoo, TMS): 6 38,5 (c-1), 31,3 (6-2), 71,4 (6-3), 42,0 (6-4),

140,7 (0-5), 121,1 (0-6), 31,8 (0-7 6 0-8), 32,0 (0-8 6 0-7), 49,9

(0-9), 37,2 (0-10), 21,0 (0-11), 36,5 (0-12), 44,7 (0-13), 56,9 (0­

14), 24,6 (0-15), 22,9 (0-16), 59,2 (0-17), 13,3 (0-18), 19,4 (0-19),

210,1 (0-20), 69,2 (0-21).

EM, m/z(%): 332 (M, 39), 314 (M - H20, 5), 301 (M - CHZOH,81), 273 (M - cad.
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1at., 11), 255 (M - H20 - cad. 1at., 84), 213 (M - H20 - cad.

1at. - ani110 D - H, 12), 84 (100).

Acido 3B-hidroxiandrost-S-en-176-carboxi1ico (72).

E1 compuesto 11 (200 mg) se disoïvió en 20 m1 de metano] y se agregó

una soiución de 800 mg de periodato de sodio en 8 m1 de agua. La soiución,

dejada a temperatura ambiente con agitación, se enturbió en menos de 5 minu­

tos y 1uego apareció un precipitado. Se dejó 2 hs en tota], luego se volcó

sobre 50 m1 de agua, se extrajo con cloruro de metileno (3 x 50 m1), e] ex­

tracto se iavó con agua (2 x 50 m1) y se secó.

Evaporando e1 soïvente se obtuvieron 170 mg de producto 72 que demostra­

ron ser homogéneospor ccd. Se recristalizó de etano] obteniéndose un p.f.

269-271,5°C (1it.10.9 : 270-275°C).

IR (cm-1): 3500-2600 (0-H, ácido), 1710 (C=O, ácido dimero).

RMN-lH(piridina-d5, TMS): 6 0,94 (s, 3H, CH3-18), 1,04 (s, 3H, CH3-19), 3,84

(m, 1H, H-3), 5,42 (m, 1H, H-6).

RMN-13€(c13co + MeOD,TMS): a 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 (C-7 ó C-8), 32,2 (C-8 ó C-7), 50,3

(C-9), 37,5 (C-lO), 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 - HZO, 93), 285 (M - H20

- CH3, 97), 261 (M - CHCOOH+ H, 12), 258 (M - CH - COOH, 14),3

233 (M - COOH- aniïïo D + H, 80), 213 (M - H20 - COOH- anilio

D — H, 12).
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Anhídrido mixto acético y 38-acetoxiandrost-5-en-17B-carboxílico (72a).

El compuesto 1g (50 mg) se suspendió en 5 ml de anhídrido acético, se

agregaron 2 gotas de ácido clorhídrico (c) y se calentó a reflujo durante 1

hora. Se volcó sobre 50 ml de agua, se agitó 10 minutos y se extrajo con clo­

ruro de metileno (2 x 30 ml). El extracto orgánico se lavó con agua (3 x 30

ml), se secó y se evaporó el solvente.

Por ccd del residuo se observó más que 95%de conversión en un producto

menospolar que el de partida, que se recristalizó de benceno-éter de petró­

leo dando p.f. 253-254°C.

IR (cm-1): 1805 y 1750 (C=0, anhídrido), 1735 (C=0, éster), 1250 (C-O, ace­

tato).

EM, m/z(%): 343 (M - Ac0, 66), 342 (M - AcOH, 99), 327 (M - ACOH- CH3, 22),

300 (M - AcO - CH3CO, 24), 299 (M - ACOH- CH3C0, 17), 285 (M ­

AcO - CH3C0 - CH3, 21), 255 (M - ACOH- cad. lat., 17), 254 (M ­

AcOH- cad. lat. - H, 20), 239 (M - AcOH- cad. lat. - H - CH3,

18), 43 (CH3C0, 100).

Acido 33-acetoxiandrost-5-en-17B-carboxílico (73).

Método A:

El anhídrido mixto Zgg_(30 mg) se suspendió en 2 ml de piridi­

na y 2 ml de agua y se calentó a 90°C por 3 hs.

Por ccd se determinó que el reactivo de partida no se había modificado.

Emu:
El ácido zg_(1oo mg) se disolvió en 1 ml de piridina, se agre­
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gó 1 ml de anhídrido acético y se dejó en oscuridad durante 20 hs a tempera­

tura ambiente. Se volcó sobre 10 ml de ácido clorhídrico diluido (2 ml de HCl

(c) en 8 ml de agua), se agitó 10 minutos y se extrajo con cloruro de metile­

no (3 x 20 ml). El extracto se lavó con agua (4 x 30 ml), se secó y por eva­

poración del solvente se obtuvo un residuo que mostró por ccd dos manchas de

menor polaridad que el compuesto de partida 1g. Comola acetilación debería

dar un producto fundamentalmente, se desechó esta técnica.

Método C:

Se usó la misma técnica que en el metodo B, pero menor cantidad

(0,2 ml) de anhídrido acético. El resultado fue el mismo: dos productos menos

polares que el de partida.

Método D:

Se usó la misma técnica pero con 0,1 ml de anhídrido acético.

El resultado fue similar, pero en este caso había además un producto minori­

tario de igual Rf que el de partida, indicando una reacción incompleta.

Método E:

Se repitió la técnica B, pero con los siguientes reactivos: 0,5

ml de piridina, 0,5 ml de ácido acético y 0,5 ml de anhídrido acético. El re­

sultado obtenido fue semejante al de los ensayos B y C.

Método F:

El compuesto 1g_(1oo mg) se disolvió en 10 ml de ácido acético

caliente y se mantuvoa reflujo durante 72 hs.

Se volcó sobre agua (50 ml), se extrajo con cloruro de metileno (2 x 30

ml), el extracto se lavó con agua (4 x 30 ml) y se secó.

El producto obtenido por evaporación del solvente resultó ser el com­

puesto Z}_puro por ccd, que se recristalizó de etanol dando un p.f. 248-250°C

(lit.110: 241-242°c).
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IR (cm-1): 3300-2400 (O-H, ácido), 1735 (0=0, éster), 1710 (0:0, ácido dime­

ro), 1260 (C-O, acetato).

RMN-1M:5 0,75 (s, 3H, CH3-18), 1,04 (s, 3H, CH3—19), 2,05 (s, 3H, CH3COO-),

4,58 (m, 1H, H-3), 5,45 (m, 1H, H-6), 9,90 (ba, lH, COOH).

RMN-13€(01300 + MeOD,TMS): 5 38,0 (0-1), 27,7 (0-2), 74,0 (0-3), 38,0 (0-4),

139,5 (0-5), 122,1 (0-5), 31,8 (0-7 5 0-8), 32,0 (0-8 ó 0-7), 50,0

(0-9), 37,0 (0-10), 20,9 (0-11), 35,5 (0-12), 43,8 (0-13), 55,1 (0­

14), 24,5 (0-15), 23,5 (c-15), 55,0 (0-17), 13,0 (0-18), 19,3 (0-19),

177,3 (0-20), 21,3 (QH3COOR),170,7 (0H3000R).

EM, m/z(%): 300 (M - AcOH, 100), 285 (M - ACOH- CH3, 31), 213 (M - ACOH­

COOH- anillo 0 - H, 4).

Cloruro de 38-acetoxiandrost-S-en-17B-carboxililo (74).

El compuesto Z; (180 mg) se suspendió en 2 m1 de benceno anhidro y se le

agregó una solución de 1 m1 de cïoruro de oxaliïo en 2 m1 de benceno anhidro.

Se dejó en reposo, tapado y a temperatura ambiente durante 2 hs. Se eva­

poró a sequedad a presión reducida y se compïetó e] secado utilizando alto

vacio.

E1 producto así obtenido (11) se utiïizó sin posterior purificación.

IR (cm-1): 1795 (C=0, cloruro de ácido), 1735 (C=0, éster), 1250 (C-O, ace­

tato).

RMN-1 H: 6 0,74 (S, 3H, CH3-18), 0,97 (S, 3H, CH3-19). 1,97 (S, 3H, CH3C00-),

2,81 (t, J=9, lH, H-17), 4,55 (m, 1H, H-3), 5,30 (m, lH, H-6).

EM, m/z(%): 320 y 318 (M - ACOH, 34 y 100), 305 y 303 (M - ACOH- CH3, 7 y

21), 267 (M - ACOH- CH3 - HC], 9), 255 (M - ACOH- CDC], 10),
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254 (M - ACOH - COCÏ - H, 9), 239 (M - ACOH - CH3 - C001 - H,

10).

3B-Acet0xipregn-S-en-ZO-ona (15). (Acetato de pregnenoiona).

Método A:

a) Preparación de] ioduro de metiimagnesio.

En un tubo de 20 cm de 1argo por 10 mmde diámetro con un esmerii macho

I 14/26, se coiocaron 15 mg de magnesio previamente desengrasados con éter y

se agregó una barrita magnética. Se secó en estufa a 110°C durante 1 hr y se

tapó e] tubo con un tapón de látex. Se hizo vacio dentro de] tubo a través

de una aguja inyectada en el tapón. Una vez retirada 1a aguja, se inyectó 1

m1de éter etílico anhidro y iuego 33 u] de ioduro de metilo (previamente se­

cado por pasaje a través de una columna de alümina neutra de 30 cm de largo).

Se mantuvo con agitación y a temperatura ambiente 1 hora durante 1a cual

se consumió 1a mayor parte de] magnesio, resuitando una soiución turbia de

color gris ciaro.

b) Preparación de] dimetiicadmio.

En un balón se coiocaron 220 mg de cloruro de cadmio anhidro y una ba­

rrita magnética. Se tapó con un tapón de iátex, se hizo vacio dentro de] ba­

ión y se agregó 1 m] de éter etiïico anhidro.

A1 tubo que contenía 1a solución de ioduro de metiimagnesio se ie inyec­

tó nitrógeno seco y se extrajo 1a solución con jeringa, para inyectaria in­

mediatamente en ei balón con cïoruro de cadmio. La mezcia de reacción se de­

jó durante 2 hs a temperatura ambiente para compietar 1a fonnación de dime­

tiicadmio.
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c) Reacción del dimetilcadmio con el cloruro de 36-acetoxian­

drost-S-en-17B-carboxililo (11).

A la solución de dimetilcadmio que contenía cloruro de cadmio en exceso

sin disolver, se le inyectó éter etílico anhidro (2 ml) y luego una solución

bencénica del cloruro de ácido Zfi_(189 mg en 1 ml de benceno anhidro).

Se mantuvo la reacción a temperatura ambiente con agitación durante 18

hs y luego se calentó cuidadosamente a 50°C durante 1 hora.

Se volcó sobre 20 ml de ácido clorhídrico acuoso (1:10) y se extrajo

con cloruro de metileno (2 x 30 ml); el extracto se lavó con agua (2 x 30 ml)

y se secó.

Por evaporación del solvente se obtuvo un residuo que contenía aproxi­

madamente 40-50% del producto buscado (Zé) segün se determinó por ccd. Se

cromatografió en columna de silicagel obteniéndose el producto Zg_puro (67

mg).

P.f. 147-149°C(etanol) (lit.111: 146-148°C).

IR (cm-1): 1735 (C=0; éster), 1705 (C=0, cetona), 1240 (C-O, acetato).

RMN-le 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 - Ac0, 54), 298 (M - Ac0H, 100), 283 (M - Ac0H - CH3, 30),

255 (M —Ac0H - COCH3, 13), 213 (M - Ac0H - COCH3 - anillo D ­

H, 20).

Pureza por cgl: mayor que 99,6% (columna rellena con fase 0V-17 3%).

Método B:

a) Preparación del ioduro de metilmagnesio.

Se hizo utilizando la misma técnica y la misma cantidad de cada uno de

los reactivos que en el método A,a (pág. anterior).
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b) Preparación del ioduro manganosoanhidro.

En un balón se colocaron 550 mg de manganeso en polvo, 2,54 g de iodo,

se tapó con un tapón de látex, se hizo vacio a través del tapón, se inyecta­

ron 10 ml de éter etílico anhidro y se dejó a temperatura ambiente durante

una noche; la reacción fue exoténnica inicialmente y se observó desaparición

del color metálico del manganesoy aparición de una sal rosada. Se inyectó

nitrógeno seco, se extrajo el éter con jeringa, se secó utilizando vacio y

se guardó seco, al vacio y en oscuridad.

c) Preparación del ioduro de metilmanganeso.

Se inyectó el reactivo de Grignard, preparado en a), a una suspensión

de ioduro manganoso (170 mg) en 2 ml de éter etílico anhidro, contenida en

un balón tapado con tapón de látex y previamente evacuado. Se agitó con una

barrita magnética a temperatura ambiente durante 2 hs y se inyectaron 2 ml

de éter etílico anhidro para diluir el ioduro de metilmanganesoformado.

d) Reacción del ioduro de metilmanganeso con el cloruro de

ácido Zfl,

A la solución de ioduro de metilmanganeso recién preparada segün c), se

le inyectó una solución del cloruro de ácido 11 (190 mg) en 2 ml de benceno

anhidro.

Se mantuvo la reacción a temperatura ambiente durante 18 hs. Se volcó

sobre 20 ml de ácido clorhídrico acuoso (1:10) y se extrajo comoen la téc­

nica A,c (pág. anterior).

El residuo aislado mostró por ccd muy baja conversión en el compuesto

buscado (Zé).

Método C:

Utilizando un tubo de 20 cm de largo por 10 nm de diámetro,
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con esmeri] macho I 14/26, un adaptador de esmeri] 14/26 a 10/30 y un tubo

Kitasato de aproximadamente 10 m1 de capacidad, con esmeri] hembra ï 10/30,

se diseñó un equipo de reacción comose indica en 1a figura 13a.

r i

Figura 13: Equipo de reacción utilizado para 1a síntesis de las metiïcetonas

15, ZZ_ygg a partir de los correspondientes cloruros de ácidos.
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a) Preparación del ioduro de metilmagnesio.

Se colocó magnesio (15 mg), desengrasado con éter etílico, en el fondo

del tubo Kitasato y se secaron los componentes del equipo de reacción en es­

tufa a 110°C durante 1 hora.

Se siliconaron los esmeriles y se armó el equipo de reacción.

Se efectuó vacio a través del tapón de látex y luego se inyectó una so­

lución de 35 pl de ioduro de metilo (secado sobre pentóxido de fósforo) en

1 ml de éter etilico anhidro (destilado sobre sodio y sobre hidruro de alu­

minio y litio en el momentode usarse).

Se mantuvo con agitación a temperatura ambiente durante 30 minutos, ob­

servándose el consumo de casi todo el magnesio.

b) Preparación del dimetilcadmio.

Se destapó el tubo Kitasato empleado en a), por la parte superior en un

ambiente de nitrógeno anhidro, se agregó rápidamente cloruro de cadmio anhi­

dro (220 mg, molidos y secados a 110°C durante 1 dia) a través de un embudo

pequeño con esmeril I 10/30, se tapó nuevamente con un tapón de vidrio sili­

conado y se dejó 2 hs a temperatura ambiente con agitación.

c) Reacción del dimetilcadmio con el cloruro de 36-acetoxian­

drost-S-en-17B-carboxililo (73),

A la solución de dimetilcadmio en éter, se le inyectó a través del ta­

pón de látex (de la salida lateral del tubo Kitasato) una solución del com­

puesto Zfl_(190 mg) en 2 ml de benceno anhidro.

Se mantuvo la suspensión a temperatura ambiente con agitación durante

18 hs y luego se calentó cuidadosamente a 50°C durante otra hora.

Se agregó ácido clorhídrico (c) (0,5 ml) gota a gota, enfriando y luego

se agregó agua (2 ml). Se extrajo con cloruro de metileno (2 x 20 ml), se
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lavó la fase orgánica con agua (2 x 20 ml) hasta neutralidad al papel indi­

cador, se secó con sulfato de magnesio anhidro y se evaporó a sequedad.

El residuo obtenido (158,5 mg) contenía aproximadamente 50%del produc­

to buscado (Zé) comose observó por ccd. estando el resto constituido funda­

mentalmente por otro producto más polar no identificado.

Dicho residuo impuro se cromatografió en columna de silicagel obtenién­

dose el compuesto 12 puro (70 mg).

Los datos de p.f. y caracteristicas espectroscópicas fueron coinciden­

tes con los obtenidos para el mismo compuesto, sintetizado por el método A

(pág. 163).

Colesta-5,20 22 -dien-3B-ol (19).

a) Preparación del bromuro de isohexilo.

En un balón se colocó ácido bromhïdrico 48%p/p (5,6 ml) con ácido sul­

fúrico (c) (1,4 ml), se añadió isohexanol (5 ml) y por ültimo se añadió más

ácido sulfúrico (c) (1,1 ml) lentamente y con agitación.

Se calentó a reflujo durante 6 hs y se destiló. Se separó la capa orgá­

nica inmiscible con agua, se lavó primero con agua (5 ml), luego con ácido

sulfúrico (c) (2 ml) y finalmente con una solución de carbonato de sodio

acuoso al 10% (5 ml). Se secó durante 12 hs con una pequeña cantidad de clo­

ruro de calcio anhidro (1%)y se destiló sobre pentóxido de fósforo, obte­

niéndose bromuro de isohexilo puro (4 ml).

P.e.: 145-147°C(lit.112: 147-148°C).

IR (cm-1) en film: 2900 (C-H), 1475 (C-H), 1390 y 1370 (C-H, isopropilo).

RMN-le 6 0,91 (d, J=5,5, 6H,(Cfia)2CH), 3,34 (t, J=7, 2H, CHZBr).
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b) Preparación del bromuro de isohexilmagnesio.

Bromuro de isohexilo (0,5 ml) se añadió a una suspensión de magnesio

(100 mg) en éter etílico anhidro (15 ml) en ambiente de nitrógeno seco.

Se calentó a ebullición y se mantuvoasi, con agitación, durante 2 hs.

Se observó la consumición de la mayor parte del magnesio y la formación de

una solución gris.

c) Reacción del bromuro de isohexilmagnesio con acetato de pregnenolona

(g).
36-Acetoxipregn-5-en-20-ona (acetato de pregnenolona (15), 100 mg) se

disolvió en benceno anhidro (2 ml) y se inyectó a la solución de Grignard

preparada en b). Se formó inmediatamente una suspensión que se mantuvo a re­

flujo por 12 hs.

Se agregó ácido clorhídrico (c) (1,5 ml) gota a gota, enfriando y lue­

go se añadió agua (20 ml). Se extrajo con cloruro de metileno (3 x 20 ml),

lavó con agua hasta neutralidad (2 x 20 ml), secó con sulfato de magnesio

anhidro y evaporó a sequedad.

El residuo crudo consistía de por lo menos 4 productos, todos más pola­

res que el acetato de pregnenolona (15), segün se estableció por ccd. El me­

nos polar y mayoritario de los 4, se separó por columna de silicagel y se

obtuvieron 52 mg, homogéneos por ccd, del producto buscado (19), el que por

-13C demostró ser fundamentalmente el isómero E. Se recristalizó de eta­
13

RMN

1
nol dando p.f. 98-103°C (lit. : 135-138°C).

IR (cm'l): 173o'(c=o, éster), 124o (c-o, acetato).

RMN-1 H: 6 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, lH, H-6).
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RMN_13 C: 6 37,3 (C-l), 31,7 (C-2 6 C-7 ó C-8). 71,7 (C-3), 42,3 (C-4), 140,7

(C-S), 121,5 (C-6), 31,9 (C-7 Ó C-8 6 C-2), 32,2 (C-8 Ó C-7 Ó C-2),

50,4 (C-9), 36,6 (C-10), 21,1 (C-ll), 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 - H20, 20), 351 (M - CH3

- H20, 50), 299 (M - H20 - CSH7, 50), 273 (M - cad. 1at., 10),

271 (M - cad. Iat. - 2H, 100), 258 (M - H20 - C8H12, 40), 253 (M

- H20 - cad. lat. - 2H, 60), 231 (M- cad. lat. - anilïo D - H,

20), 229 (M - H20 - cad. 1at. - C H + H, 30), 213 (M - H2 3 ° '2

cad. 1at. - anillo D - H, 30).

33-Acetoxi-53-Qregnan-20-ona (77).

3B-Hidroxi—56-pregnan-20-ona (SED(1,000 g) se acetiló en ¡as condicio­

nes usadas para obtener e] compuesto g; (pág. 148).

Se obtuvieron 1,126 g de producto ZZ puro por ccd, que se recristaïiza­

114: 121°C).ron de etano], para dar un p.f. 117-120°C(Iit.

IR (cm-1): 1735 (C=0, éster), 1700 (C=0, cetona), 1260 (C-O, acetato).

RMN-le 6 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).

RMN-13C:6 30,4 (C-l), 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 (C-8), 39,7 (C-9), 34,7 (C-10), 20,9 (C-ll),

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 (C-19), 208,8 (C-20), 31,3 (C-21),
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21,3 (QH3COOR), 170,1 (6H3600R).

EM, m/z(%): 360 (M, 1), 342 (M - H20, 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 - COCH - anilïo D - H, 32), 201 (M - ACOH - COCH3 3

- anillo D - CH 5).3’

38,21-Diacetoxi-58-Eregnan-20-ona (18).

E1 compuesto ZZ_(550 mg) se trató con 2,5 g de tetraacetato de plomo en

25 m1 de benceno anhidro, 1,5 m1 de metano] y 4 m1 de eterato de trifïuoruro

de boro, en 1as condiciones empleadas para obtener e] compuesto 10 (pág. 157).

Se obtuvo un residuo que se cromatografió en coïumna de silicageï, dando

450 mg de producto Zg_homogéneopor ccd, que se recristaiizaron de etanoi­

agua; p.f.: 115-118°6 (1it,115: 145-146°6).

IR (cm-1): 1750 (0:0, éster), 1730 (c=0, éster), 1710 (0:0, cetona), 1250y

1230 (6-0, acetato).

RMN-le 6 0,66 (s, 3H, 6H3-18), 0,98 (s, 3H, 6H3-19), 2,06 (s, 3H, 6H3600- en

6-3), 2,17 (s, 3H, 6H3600-en 6-21), 2,53 (t, J=8,5, lH, H-17), 4,50

(d, J=17, lH, H-21), 4,74 (d, J=17, lH, H-21), 5,08 (m, lH, H-3).

RMN-136:630,6 (c-1), 25,0 (c-z), 70,5 (c-3), 30,7 (c-4), 37,2 (c-5), 25,1

(C-6), 26,4 (6-7), 35,6 (C-8), 38,9 (C-9), 34,9 (6-10), 20,4 (6-11),

39,8 (C-12), 45,0 (6-13), 56,9 (6-14), 24,5 (6-15), 22,6 (6-16), 59,4

(6-17), 13,3 (6-18), 23,7 (6-19), 203,4 (6-20), 69,1 (6-21), 21,4 y

21,0 (6H3COOR), 170,4 y 170,0 (6H3600R).

EM, m/z(%): 418 (M, 3), 358 (M - Ac0H, 23), 345 (M - CHZOAc, 88), 298 (M ­
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2Ac0H, 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-56-pregnan-20-0na (22).

El compuesto Zé (450 mg) se disolvió en 30 ml de etanol caliente y se

agregó 0,1 ml de ácido sulfúrico (c). Se calentó a reflujo durante 16 hs y

se volcó sobre 150 ml de agua. Se extrajo con éter etílico (2 x 50 ml), el

extracto se lavó con agua (3 x 50 ml) y se secó.

Por evaporación del solvente se obtuvieron 335 mg de producto 19 puro

por ccd, que se recristalizaron de etanol dando un p.f. 138-140°C.

IR (cm-1): 3500-3200 (O-H), 1700 (C=0, cetona).

RMN-1H:6 0,63 (s, 3H, CH3-18), 0,97 (s, 3H, CH3-19), 3,30 (m, lH, H-3), 4,18

(s, 2H, CHZ-Zl).

RMN-13o:e 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-ll),

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 (6-19), 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).2

Acido 33-hidroxi-58-androstan-17B-carboxïlico (gg).

El compuesto zg_(500 mg) se disolvió en 50 ml de metanol y se agregó

una solución de 2 g de periodato de sodio en 12 ml de agua. Esta solución,

en las condiciones empleadas para obtener el producto 12 (pág. 159) condujo
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a] compuesto buscado EQ (420 mg), puro por ccd, que recristaïizado de etano]
116

dio un p.f. 240-242°C (lit. : 226-228°C)

IR (cm'l): 3500-2500 (0-H, ácido), 1700 (C=0, ácido dïmero).

RMN-IH (CI3CD + MeOD, TMS): 6 0,71 (s, 3H, CH -18), 0,97 (S, 3H, CH3-19),3

4,09 (m, 1H, H-3).

RMN-136(C13CD+ MeOD,TMS): c 30,1 (6-1), 27,7 (6-2), 67,0 (C-3), 33,5 (C-4),

36,6 (6-5), 26,4 (6-6), 26,7 (C-7), 36,0 (6-8), 40,0 (6-9), 35,3 (6­

10), 21,1 (6-11), 38,7 (6-12), 44,2 (6-13), 56,3 (6-14), 24,6 (6-15),

23,9 (6-16), 55,4 (6-17), 13,4 (6-18), 23,9 (C-19), «179 (6-20, en­

mascarado con fondo).

EM, m/z(%): 320 (M, 4), 305 (M - CH3, 17), 302 (M - H20, 100), 287 (M - H20

- CH3, 60), 257 (M - H 0 - COOH, 5), 215 (M - H20 - COOH- anilïo2

D - H, 48), 201 (M - H20 - COOH- aniïlo D - CH3, 5).

Acido 38-acetoxi-56-androstan-17B-carboxï1ico (gl).

E1 hidroxiácido gg (220 mg) se disoïvió en ácido acético (20 m1) y se

caïentó a refïujo durante 24 hs.

Se extrajo e] producto de 1a reacción con 1a técnica utiïizada para e]

compuesto 7;, método F (pág. 161).

E1 residuo obtenido se cromatografió en coïumna de silicageï, aislándo­

se 190 mg de] producto g; puro por ccd. Se recristaïizó de etano] acuoso ob­

teniéndose un p.f. 167-169°C (Iit. 117: 162-174°C).

IR (cm-1): 3300-2500 (O-H, ácido), 1750 (C=0, éster), 1700 (C=0, ácido díme­

r0), 1250 (C-O, acetato).

RMN-le 6 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-13C: 6 30,6 (C-l), 25,0 (C-2), 70,6 (C-3), 30,8 (C-4), 37,3 (C-S), 26,2

(C-6), 26,4 (C-7), 35,9 (C-8), 40,0 (C-9), 35,0 (C-10), 20,9 (C-ll),

38,4 (0-12), 44,4 (C-13), 56,1 (C-14), 24,5 (C-15), 23,8 (C-16),

55,2 (0-17), 13,4 (C-18), 23,6 (C-19), 179,2 (C-20), 21,5 (QH3C00R),

170,5 (CH3900R).

EM, m/z(%): 302 (M - ACOH, 35), 287 (M - ACOH- CH3, 15), 215 (M - ACOH­

COOH- anillo D - H, 8), 43 (100).

Cloruro de 38-acetoxi-56-androstan-17B-carboxi1iio (82).

E1 compuesto gl (180 mg) se suspendió en benceno anhidro (2 m1) y se

agregó cloruro de oxaliïo (1 m1). Se dejó en reposo, tapado y a temperatura

ambiente durante 2 hs. Se evaporó a sequedad y se utilizó sin posterior pu­

rificación.

IR (cm-1): 1795 (C=0, cloruro de ácido), 1730 (C=0, éster), 1250 (C-O, ace­

tato).

3B-Acetoxi-SB—pregnan—20-ona (ZZ).

Se efectuó 1a reacción de] cïoruro de 33-acetoxi-53-androstan-17B-car­

boxiliio (gg) (190 mg) con dimetiicadmio, empïeando 1a misma técnica utili­

zada para 1a sintesis de acetato de pregnenolona, método C (pág. 165) y las

mismascantidades de reactivos descriptas en dicha técnica.

E1 residuo fina] obtenido (165 mg) mostró una conversión de aproximada­

mente 40-50% en e1 producto buscado ZZ_segün se determinó por ccd. Por cro­
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matografia en columna de silicagel se obtuvo el producto ZZ_puro (73 mg).

Los datos de p.f. y caracteristicas espectroscópicas fueron coinciden­

tes con aquéllos obtenidos para el mismocompuesto sintetizado por acetila­

ción (pág. 170).

sex-Colest-zogzzz-en-ag-oi (_8_3_).

36-Acetoxi-55-pregnan-20-ona (ZZ) (50 mg) se disolvió en benceno anhi­

dro (1 ml) y se inyectó esta solución a una solución etérea de bromuro de

isohexilmagnesio preparada como se indicó para el compuesto Zg_(pág. 169)

con 0,25 ml de bromuro de isohexilo y 50 mg de magnesio. Se formó inmedia­

tamente una suspensión que se mantuvo a reflujo por 12 hs. Se agregó ácido

clorhídrico (c) (1 ml) gota a gota y enfriando sobre hielo; luego se agregó

agua (20 ml), se extrajo con cloruro de metileno (3 x 20 ml), se lavó la fa­

se orgánica con agua hasta neutralidad (2 x 20 ml), se secó el extracto eté­

reo con sulfato de magnesio anhidro y se evaporó a sequedad.

El residuo crudo presentaba, por ccd, por lo menos 4 productos, todos

más polares que el compuesto de partida (ZZ). 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 disolvió en etanol (10 ml),

se agregó ácido sulfúrico (c) (0,2 ml) y se calentó a reflujo durante 3 hs.

Esta solución se volcó sobre agua (20 ml), se extrajo con cloruro de metile­

no (3 xh30 ml), se lavó el extracto con agua (2 x 20 ml), se secó y se eva­

poró el solvente. El producto obtenido tenia igual comportamiento cromato­

gráfico 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.

13€ se estabïeció que consistíaEste producto no cristaïizó y por RMN­

fundamentaïmente de] isómero E.

IR (cm'l): 3500-3200 (O-H)

RMN-le 6 0,52 (s, 3H, CH3-18), 0,89 (d, J=7, 6H, CH3-26y CH3-27), 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).

RMN_13 C: 6 30,0 (C-l), 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 6 C-2), 22,6

(C-26), 22,6 (C-27).

EM, m/z(%): 386 (M, 11), 371 (M - CH3, 2), 273 (M - cad. Iat. - 2H, 6), 257

(M - HZO- cad. 1at., 5), 215 (M - HZO- cad. lat. - anillo D ­

H, 5), 83 (100).

SB-Coïestan-3B-01 (¿50. (Coprostanoï)

La mezcïa de olefinas isoméricas (gg) (6,5 mg) se disolvió en acetato

de etiïo (5 m1) y se hidrogenó con païadio 10%sobre carbón por 5 hs a tem­

peratura ambiente y presión atmosférica. Se fiïtró para eliminar e] catali­

zador y se Iavó éste con acetato de etilo.

Por evaporación de] soïvente se obtuvieron 6 mg de producto puro por

ccd. Este producto (gg) era una mezcla de epimeros en C-20. Se recrista1izó
8

de etano] para dar un p.f. 98-99°C (1it.J1 : 101°c).
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IR (cm'l): 3600-3200 (O-H).

RMN-1H:6 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, lH, H-3).

RMN-13c-paraei epimero 20-R: a 29,9 (c-1), 27,9 (c-2), 67,1 (c-3), 33,5 (c­

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

señaïes correspondientes a1 epimero 20-5, en 105 carbonos 17, 18 y

20 con A6 m 0,3-0,4 ppm.

EM, m/z(%): 388 (M, 94), 373 (M - CH3, 49), 370 (M - HZO, 17), 355 (M — CH3

- H20, 24), 316 (M - H20 - C4H6, 3), 273 (M - cad. lat. - 2H,

64), 257 (M 4 H20 - cad. 1at., 9), 255 (M - H20 - cad. lat. - 2H,

14), 248 (M - cad. lat. - C2H3, 12), 233 (M - cad. lat. - anillo

D - H, 100), 215 (M - H20 - cad. Iat. - aniïïo D - H, 72), 201

(M —H 0 - cad. lat. - anilio D - CH3, 12).2

J21-14CI 3B-Acetoxi-56-gregnan-20-ona (gg).

Se utiïizó nuevamente 1a técnica C usada para 1a sintesis de] compuesto

Zfi_(pág. 165), con las diferencias que se indican a continuación:

En 1ugar de] tubo invertido mostrado en e] esquema de 1a figura 13a, se

coïocó otro tubo de forma similar que contenía en su interior (protegido por

un cierre de vidrio) 1 mCi de |14C| ioduro de meti1o de actividad especifica

58 mCi/mmo] (figura 13b).
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a) Preparación de] ioduro de metilmagnesio radiactivo.

Comoen 1a técnica C mencionada (pág. 165), se secaron Ios componentes

de] equipo de reacción (inciuidos 15 mg de magnesio), se montó dicho equipo

y se hizo vacio a través de] tapón.

Se inyectó Una solución de 20 u] de ioduro de metiio (anhidro, secado

sobre pentóxido de fósforo) en 1 m1de éter etílico anhidro (secado sobre

sodio y sobre hidruro de a1uminioy litio y destiïado antes de usar).

Se mantuvo con agitación durante 30 minutos, 1apso durante e] cua] se

consumió parte de] magnesio y se formó una solución de coior gris claro.

Se congeïó e] medio de reacción, sumergiendo e] fondo de] tubo Kitasato

en aire 1iquido.

La barrita magnética ubicada en 1a parte superior de] equipo, que tenia

un diámetro mayor que e] paso que pennitïa e] menor esmeri] y de esa manera

no podia caer en e] tubo Kitasato, se movió con ayuda de un imán externo, de

ta] modode romper e] cierre de vidrio de] tubo invertido que contenía e]

ioduro de metiio radiactivo.

Mientras se mantenía congelado el fondo de] tubo Kitasato, se calentó

con una microilama e] tubo invertido, fiameándolo durante 15 minutos, para

asegurar por diferencia de presión e] pasaje de] reactivo radiactivo a1 tubo

Kitasato.­

Se inyectó e] resto de ioduro de metiïo no marcado (13 pl) y se dejó

ilegar a temperatura ambiente. Se continuó 1a agitación durante otros 30 mi­

nutos y de esa manera se consumió prácticamente todo e] magnesio (que estaba

en un iigero exceso).

b) Preparación del-dimetiïcadmio radiactivo.

Se repitió e] método C, parte b (pág. 167) a partir de] reactivo de
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Grignard recién preparado.

c) Reacción de dimetilcadmio radiactivo con el cloruro de 36-acetoxi­

58-androstan-17B-carboxililo (gg).

Se empleó el método C, parte c (pág. 167) pero usando el cloruro de áci­

do QZ_(180 mg) en lugar de li.

El sólido obtenido (170 mg) contenía aproximadamente 40-50% del produc­

to buscado (gg) comose estableció por ccd. La actividad especifica del pro­

ducto crudo era 8,90 x 106 dpm/mgy en consecuencia, su actividad total 1,51

x 109 dpm.

Por cromatografía en columna de silicagel se obtuvo el producto gfi_puro

(68 mg).

P.f. 117-119°C (lit.114 : 121°C). Actividad especifica: 8,60 x 106 dpm/mgó

3,10 x 1o9 dpm/Irmol 6 1,40 mCi/mnol.

1° Recristalización (etanol): p.f. 117-120°C.Actividad especifica: 8,75 x

1o6 dpm/mg 6 3,15 x 109 dpm/nmol ó 1,43 mCi/nmol.

2° Recristalización (etanol): p.f. 117-119°C.Actividad especifica: 8,72 x

106 dpm/mg 6 3,14 x 109 dpm/mnol ó 1,42 mCi/rrmol.

Las caracteristicas espectroscópicas (IR, EM)fueron coincidentes con

aquéllas del compuesto no marcado ZZ.

[21-140] 3B-Hidroxi-53-gregnan-20-ona (gg).

El compuesto gg (5,0 mg) se disolvió en etanol (10 ml), se agregó ácido

sulfúrico (c) (3 gotas) y se calentó a reflujo durante 24 hs.

Se volcó sobre agua (30 ml) y se extrajo con cloruro de metileno (3 x

20 ml). Luego de lavar el extracto con agua, secarlo y evaporar el solvente.
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se obtuvo un residuo que se purificó por ccd preparativa sobre siiicagei,

aisiándose 2,85 mg de] producto buscado (gg) puro. Se recristaiizó de etanol

obteniéndose un p.f. 141-144°C (1it.106 : 149°C).

Actividad especifica: 10,12 x 106 dpm/mg ó 3,22 x 109 dpm/mmo]ó 1,46 mCi/

mno].

Los datos espectroscópicos (IR, EM)coincidieron con los de] compuesto

no marcado QE.

I21-14Cl SB-coiest-20L22)-gg-3B-ol (51).

El producto QE (50 mg) se disolvió en benceno anhidro (1 m1) y se inyec­

tó esta soiución a una soiución etérea de bromuro de isohexilmagnesio si­

guiendo 1a técnica usada para obtener e] compuesto 93. E1 residuo crudo de

1a reacción de Grignard se disoïvió en etanol (10 m1), se agregó ácido su]­

fürico (c) (0,2 m1) y se ca1entó a reflujo durante 3 hs. Se voicó sobre agua

(20 m1), se extrajo con cioruro de metileno (3 x 30 m1), se lavó con agua

(2 x 20 mi), se secó y evaporó e] solvente.

E1 nuevo residuo se cromatografió en p1aca preparativa de siiicagei, se­

parándose e] compuesto de mayor Rf, que era e] producto gl puro por ccd (27

mg) y que no cristaiizó.

Actividad especifica: 8,36 x 106 dpm/mg 6 3,23 x 109 dpm/mmoió 1,47 mCi/

mmol.

Las caracteristicas espectroscópicas (IR, EM)coincidieron con las de]

producto no marcado gg.
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¡21-14c| SB-Colestan-3B-o’l (8_8). (¡m-“cl Coprostanoi).

E1 producto QZ_(27 mg) se disolvió en acetato de etiïo (10 m1) y se hi­

drogenó a temperatura ambiente y presión atmosférica con cataiizador paladio

10%sobre carbón y durante 5 hs.

Se fiïtró a través de un crisol filtrante y se 1avó éste con acetato de

etiio. Por evaporación del solvente se obtuvieron 27 mg de producto gg puro

por ccd, que se recristaiizó de etanol para dar un p.f. 95-98°C (1it.118 :

101°C).

Actividad especifica: 8,10 x 106 dpm/mgó 3,15 x 109 dpm/mmo]ó 1,43 mCi/

Innol.

Los datos espectroscópicos (IR, EM)fueron coincidentes con aquélïos

de] producto no marcado Ei.
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INOCULACION DE PRODUCTOS RADIACTIVOS A ANIMALES INTACTOS

a) Acido |2-14CJ mevalónico (22) como sa] de DBED(N,N'-dibenci1eti­

iendiamina).

E1 compuesto radiactivo (20 mg, 7,2 109 dpm/mmoi)se disolvió en 10

mi de agua y se inyectó 1 m1 de 1a soïución a cada uno de diez sapos Bufb

pqracnemis.

La inyección se realizó en forma subcutánea en 1a región inguinal de

cada sapo.

Los animales se mantuvieron en un recipiente comúncon circuiación de

agua y fueron aiimentados en forma forzada y periódicamente con carne vacuna

cruda.

Luego de 14 dias, se extrajo e] veneno de nueve sapos (previo compro­

bar que el mismo era radiactivo, por medición de una muestra) que una vez

seco (ver pág.105), pesaba 9,100 g y tenia una actividad especifica de 11

dpm/mg.

E1 veneno seco se molió con arena y se extrajo en un Soxhiet con una

mezcla de cloroformo y metano] (95:5) durante 12 hs.

Por evaporación de] soivente se obtuvo un residuo (2,490 g) con una

actividad especifica de 48 dpm/mg.

Dicho residuo se cromatografió en columna de alümina (eiuida con ben­

ceno conteniendo cantidades crecientes de cioroformo) y se obtuvieron 1as

siguientes fracciones en e] orden indicado: "y-sitosteroi" (ver pág.105;

126 mg, act. esp.: 978 dpm/mg), bufalina (gg) (act. esp.: 8 dpm/mg), mari­

nobufagina (25) (act. esp.: 3 dpm/mg)y teiocinobufagina (EE) (act. esp.:
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5 dpm/mg).

La única fracción significativamente radiactiva, "y-sitosteroi", se

separó en sus esteroles componentes comose indica posteriormente.

Unode Ios animales fue sacrificado y se 1e extrajeron e] hígado y la

vesícuïa hiïiar. Esas vísceras se cortaron en pequeños trozos en un vaso con

metano] y se rea1izó una reacción de saponificación con hidróxido de potasio

4% en metano].

La fracción insaponificable obtenida por extracción de 1a solución a1­

calina con éter de petróleo constituyó un residuo amarillo.

Por cromatografía en coïumna de alümina eïuida con acetona, se obtuvie­

ron 31 mg de un producto homogéneopor ccd, con características cromatogra­

ficas idénticas a 1as de coïesteroï.

Se recristaïizó de etano] obteniéndose colesteroï puro (p.f. 145-147°C;

lit.118 :149°c1 de actividad específica 7,1 104 dpm/mg(2,7 107 dpm/mnol),

que se acetiïó en las condiciones usuaïes (1 m1 de piridina + 1 m1 de anhí­

drido acético, a temperatura ambiente durante una noche), para dar acetato
1

de coïesteroï (p.f. 117-119°C; Iit. 18 : 116°C) de actividad específica 2,6

107dpm/mm01.

al) Separación de Ios componentesde] “y-sitosteroi" obtenido de 1a

experiencia anterior.

Intento de separación por cromatografía gaseosa preparativa:

Se prepararon soíuciones a1 1%de coïesteroí, de sitostero] y de estig­

masterol. Unamezcïa de 1as tres soïuciones se intentó separar por cromato­

grafía gaseosa preparativa utiïizando un cromatógrafo gaseoso con detector
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de conductividad térmica y una unidad colectora de fracciones.

Se usó una columna con fase fija 0V-17 3%, analítica de 3 mmde diáme­

tro EXterno (debido a la pequeña cantidad de muestra a separar) que permitió

la resolución del cromatogramaen tres bandas razonablemente separadas.

La colección de los vapores a la salida del detector y su posterior aná­

lisis por cgl permitió comprobar(a pesar de repetir la experiencia varias

veces) que se producían mezclas en la etapa de colección.

Esto podía deberse a alguna mala operación del equipo o a que la unidad

colectora está diseñada para separar cantidades mayoresde sustancias, uti­

lizando para ello columnas preparativas, por ejemplo de 8 mmde diámetro in­

terno.

Separación pgr cromatografía líquida de alta resolución:

Se preparó una solución de l mg de "y-sitosterol" (act. esp. 978 dpm/mg)

en 1 ml de acetonitrilo purificado y bidestilado. Se filtró a través de fil­

tros Millipore de 0,45 pm y se efectuaron tres inyecciones de 100 pl cada una

de esta solución, en un cromatógrafo líquido de alta resolución, en fase in­

versa, con un solvente de elución acetonitrilo-agua (85:15).

En cada uno de los tres cromatogramas se detectaron cuatro bandas co­

rrespondientes a colesterol (g), campesterol (í), estigmasterol (fi) y sitos­

terol (á), según su valor de tiempo de retención comparadocon el de testi­

gos auténticos.

Se colectaron juntas las fracciones correspondientes a los mismoseste­

roles en los tres cromatogramas.

Se verificó por cgl que correspondían a sustancias puras (aunque en el

caso de estigmasterol no se detectó) y se midió la radiactividad de una alí­

cuota de las mismas.
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Para conocer la actividad eSpecifica debia conocerse la masa de cada

fracción que se calculó a partir de la masa inicial de producto inyectado

en el cromatógrafo liquido (0,3 mg) y de la composición de la solución ini­

cial (según se vio por cgl, la relación colesterolzcampesterol:sitosterol

resultó 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) 120-14CI 3B-Hidroxi-SB-pregnan-ZO-ona (5gp.

El producto gg_(52 mg, 1,20 109dpm/mmol) se suspendió en una mezcla

de 1 ml de Tween 80 y 4 ml de agua. Se inyectaron 0,5 ml de dicha suspensión

a cada uno de diez sapos Bufb paracnemis.

Las condiciones experimentales (forma de inoculación, mantenimiento de

los animales, colección 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 resultó inactivo y se dio por finalizada la

experiencia.

c) |1,2—3H| Colesterol (g).

Este producto comercial de actividad especifica 1,2 1011 dpm/mmol

fue inoculado en las condiciones antes presentadas, a dos ejemplares machos

del sapo Bufb arenarum (0,29 mg, 9 107 dpm a cada animal).
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Dicho producto, se provee en forma de una soiución bencénica, de 1a cua],

1a aiicuota correspondiente a 1a masa deseada se evaporó a sequedad y se di­

solvió en 0,5 m1 de aceite de maiz, para su inoculación.

E1 veneno se extrajo en la forma indicada (ver pág. 72) a ios 9, 15, 29,

98 y 129 dias de 1a inocuiación, obteniéndose en todos ios casos veneno ra­

diactivo. Los vaiores de actividad especifica de los venenos fueron: 24, 155,

140, 970 y 2440 dpm/mgrespectivamente.

d) |21-14Cj 3B-Hidroxi-SB-pregnan-20-ona (gg).

E1 compuesto radiactivo (QE) de actividad especifica 3,14 109 dpm/mmol

fue inocuiado a dos sapos machos Bufb arenarum (0,43 mg, 4,3 106 dpm a cada

animal), en forma de solución en aceite de maiz (0,5 m1 a cada uno).

Esta experiencia se reaiizó conjuntamente con 1a anterior y en iguaies

condiciones.

E1 veneno obtenido a los 15, 29 y 98 dias resultó inactivo.

e) ¡21-14cl 58—Coiestan-3B-oi (La).

Esta eXperiencia efectuada con sapos Bufb arenarum, fue reaiizada en

paraieio con ias dos anteriores.

E1 producto gg con actividad especifica 3,00 109 dpm/mmo]se inocuió a

dos ejemplares machos de] sapo mencionado (1,45 mg, 1,1 107 dpm a cada ani­

ma], en 0,5 m1 de aceite de maiz).

Se extrajo veneno a 105 15, 29, 98 y 129 días. En los casos en que éste

era radiactivo (98 y 129 dias), se coïectó todo e] veneno posibie por presión



187

manual de las glándulas parotoides de ambos animales separadamente. Los ve­

nenos presentaban actividades especificas (promedio de ambos animales) de

19 y 24 dpm/mg respectivamente.

Comose trataba de poca masa de veneno (87 mg en total a los 98 dias y

105 mg a los 129 dias), se decidió unir el proveniente de ambos sapos y ob­

tener luego los extractos clorofórmico-metanólicos de 98 y de 129 dias.

En este caso los extractos con cloroformo-metanol (95:5) correspondien­

tes a la colección 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 agitación a 50°C de los venenos

secos con la solución clorofórmico-metanólica durante 1 hora y posterior fil­

tración.

Por evaporación a sequedad de las soluciones filtradas se obtuvieron

los correspondientes extractos de 98 y 129 dias que pesaban 31 y 41 mg res­

pectivamente.

Ambosextractos 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 bufadienólidos, 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 fracción eluida, mayoritaria en masa (3,2 y 3,3 mg para los dos ex­

tractos reSpectivamente) resultó ser arenobufagina pura (ver pág. 8) , uno

de los principales bufadienólidos en el sapo Bufb arenarum.
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Su identificación contra una muestra testigo auténtica se reaiizó por e]

valor de Rf, color característico de 1a mancha en e] cromatogramaa1 utilizar

comorevelador ácido suifürico y caientamiento a 110°C, veiocidad de apari­

ción de] coior y cambio de] mismo con e] tiempo (incoioro y sólo visibie a 1a

luz UVen un comienzo, a amariiio intenso Iuego). Las propiedades fueron coin­

cidentes con ias de 1a muestra auténtica de arenobufagina con todos ios sol­

ventes de desarroilo eiegidos.

De las otras fracciones eiuidas (de menor masa en todos los casos) se

pudo detectar por ccd en las condiciones mencionadas y con ios testigos co­

rrespondientes, que una de eilas consistía en una mezcla de por lo menos tres

compuestos, entre ellos bufaiina y marinobufagina (ver pág. 8) . Otra de ias

fracciones eiuidas contenia una mezcia de arenobufagina y teiocinobufagina

(ver pág. 8).

Para ambosextractos (de 98 y 129 dias) todas estas fracciones eran ra­

diactivas,io que indicaba un vaior de incorporación definido aunque pequeño

de] trazador radiactivo en Ios bufadienóiidos (ver pág. 110).
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INOCULACION DE PRODUCTOS RADIACTIVOS A HOMOGENEIZADOS Y CORTES DE TEJIDO

DE GLANDULA PAROTOIDE.

a) Experiencia de inoculación de Il-14CI acetato de sodio y I5-3H1 meva­

lonolactona a cortes de tejido de glándula parotoide.

Se usaron ejemplares adultos hembras del sapo Bufb 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

mentación pero con suficiente agua.

Se sacrificaron dos de dichos animales por decapitación, se separaron

las glándulas parotoides, se les quitó la piel y se cortaron en trozos lo más

delgados posibles con un bisturí. Además,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 preparación de los cortes de tejido, se man­

tuvieron los mismossobre cápsulas de Petri refrigeradas sobre hielo.

Se preparó una solución de incubación (MEM,minimumessential medium

según Eaglellg) que contenía sales, aminoácidos esenciales y glucosa entre

otros componentes, aunque con el 70%de la concentración normalmente recomen­

dada para tejidos de mamiferos72

Dicha solución se equilibró en atmósfera de oxigeno-dióxido de carbono

(95:5) y se llevó a pH 7,6 por agregado de una solución acuosa de bicarbonato

de sodio.

Los cortes de tejido de glándula y de higado de cada sapo se preincuba­
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ron separadamente con 2 ml de esta solución (formando entonces cuatro prein­

cubaciones diferentes) durante 2 hs con agitación y en atmósfera de oxigeno­

dióxido de carbono (95:5). Luegode este lavado previo del tejido, se retiró

el mismode la solución y se secó cada corte de tejido con un papel de filtro.

La masa sólida de cada preincubación se dividió en dos partes y se pesó

separadamente, para expresar el resultado por gramo de tejido húmedo, 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", pág. 112) se resuspen­

dió en 2 ml de la solución preparada anteriormente y se agregó a cada uno de

los ocho tubos de incubación una mezcla de [1-14C| acetato de sodio (act. esp.

2 mCi/mmol, actividad total agregada a cada tubo: 6,7 106 dpm) y I5-3HI meva­

lonolactona (act. eSp. 6 Ci/mmol, actividad total agregada a cada tubo: 4,9

107 dpm).

Las incubaciones se realizaron a 25°C 72 con agitación y bajo la misma

atmósfera 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 sometió al siguiente

tratamiento:

El tejido se retiró de las soluciones (más del 90%de la radiactividad

aqreqada permaneció en las mismas) y se lo lavó con 4 ml de medio (MEM)fres­

co, por agitación durante 10 minutos. Estas soluciones se descartaron y los

cortes de tejido se colocaron en nuevos tubos con 2 ml de MEMy 0,3 ml de

solución acuosa de hidróxido de sodio 50%. Se calentaron las mezclas por 30

minutos a 50°C (el tejido se disgregó completamente) y se extrajeron con
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cloroformo- metanol (2:1) (3 x 4 ml). Las capas orgánicas se lavaron con so­

lución acuosa de hidróxido de sodio 1%, lueqo con aqua, se secaron sobre sul­

fato de sodio y se evaporaron a sequedad.

Los ocho residuos asi obtenidos, se cromatoqrafiaron en caoas de silica­

gel, usando cloroformo-metanol (93:7) comosolvente de desarrollo y coleste­

rol comotestiqo.

La radiactividad presente en las placas cromatográficas se determinó por

medio de un analizador automático (radiocromatóqrafo) 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 determinó la radiactividad de una alícuota de estos eluidos, en dos con­

diciones diferentes de medición para obtener valores que permitieran calcular
14

radiactividad debida a C y radiactividad debida a 3H.

A cada una de estas soluciones se les agregó colesterol inactivo (100 mg)

para luego recristalizar el total hasta actividad especifica constante de 14€

y de 3B.

Se realizaron cinco recristalizaciones de etanol comprobándoseque la

(14€ y 3H) del sólido cristalino y de aquél disuelto enactividad especifica

las aguas madres de la ültima recristalización no diferian en valores mayores

que 3%.

Los sólidos obtenidos (última recristalización en cada caso) se acetila­

ron en las condiciones habituales (anhídrido acético-piridina) y el acetato

de colesterol obtenido se recristalizó de etanol comprobándoseque se mante­

nia constante el valor de la actividad especifica para cada caso (ver Tabla

6 , pág. 113).
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b) Aisïamiento de lipoproteinas de] suero sanguíneo de sapos Bufb are­

narum

Se mantuvieron 11 ejempïares aduïtos hembras de] sapo Bufb arenarum

durante 15 dias de ayuno, con suficiente agua y periodos de luz de 12 hs dia­

rias.

Fueron luego sacrificados por decapitación y se colectaron 125 m1 de

sangre tota] en una probeta conteniendo 1 m1 de soïución de EDTA0,3 M.

Se centrifugó a 2800 rpm durante 15 minutos y se obtuvieron 74 m1 de

p1asma limpido con d = 1,019 g/m].

Todas las centrifugaciones siguientes se hicieron a 10°C, utiïizando una

ultracentrifuga preparativa a 214000x 9120.

Se realizó una primera centrifugación durante 12 hs separándose una fase

superior incolora que contenia lipoproteinas de muybaja densidad (VLDL),que

se descartó.

Se Ilevó 1a densidad a 1,063 g/m] por agregado de bromuro de potasio só­

1id0121, se centrifugó durante 30 hs y se separó 1a fase superior que conte­

nia las iipoproteinas de baja densidad (LDL).

Se ajustó 1a densidad a 1,090 g/m], se centrifugó durante 20 hs y se des­

cartó 1a fase superior.

Nuevamente se ajustó 1a densidad con bromuro de potasio hasta d = 1,215

g/m1 y 1uego de una centrifugación durante 30 hs, se obtuvo 1a fase superior

constituida por 1as 1ipoproteinas de alta densidad (HDL).

Para e] 1avado de 1as lipoproteinas, en e] caso de 1a LDLse colocó 1a

misma en un tubo de centrífuga y se agregó, en 1a parte superior, cuidadosa­

mente y sin remover, solución fisiológica de d = 1,005 g/m]. Para 1a HDLse
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realizó lo mismo pero con una solución de bromuro de potasio de d = 1,060

g/ml. En ambos casos se centrifugó durante 20 hs y se descartó la fase su­

perior.

Para un segundo lavado con soluciones de alta densidad, se colocó una

solución_de bromuro de potasio de d = 1,090 g/ml en un tubo de centrífuga y

se agregó sin remover la LDL. En el caso de la HDLse realizó el mismo pro­

cedimiento con una solución de bromuro de potasio de d = 1,230 g/ml. En am­

bos casos se centrifugó durante 20 hs y se descartó la fase inferior122.

Ambaslipoproteinas se colocaron en bolsas de diálisis y se dializaron

durante 36 hs a 4°C contra tres cambios de 50 volúmenes de solución de cloru­

ro de sodio 0,15 M y EDTA0,3 mM(pH = 7,4).

Posteriormente, ambaslipoproteinas se analizaron por electroforesis en

geles de poliacrilamida (PAGE).

Para ello se prepararon geles cilindricos de poliacrilamida con la si­

guiente composición: gel separador (poro fino): 3%de acrilamida; gel concen­

trador (poro grueso): 2,5% de acrilamida. La solución de siembra era la mues­

tra teñida con Sudan Black B en dietilenglicol que tiñe la fracción lipidica.

Las electroforesis se desarrollaron con una solución 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 únicas para LDLy para HDL

confirmando un buen procedimiento separativo.

Las dos lipoproteinas se filtraron a través de filtros Hillipore de 0,45

um y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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c) Marcación de las lipoproteinas con iodo (1251).

Se colocaron en un tubo 10 pl de solución reguladora de fosfato 0,5

125II ioduro de sodio (libre de portador) en hidró­M, 5 pl de solución de l

xido de sodio 0,1 N (500 uCi de actividad total para cada lipoproteina),

un volumen de solución de lipoproteïna (LDLo HDL)equivalente a 100 ug de

proteina total (según se determinó por el método de Lowry 90 como se indica

posteriormente), 10 pl de solución de lactoperoxidasa (Calbiochem, grado B)

de concentración 2,7 mg/ml en solución reguladora de fosfato 0,5 M (pH = 7,4)

y 10 ul de agua oxigenada (300 volúmenes diluidos 1:10000 en agua bidestilada).

Se agitó durante 2 minutos, se diluyó con 200 pl de solución reguladora

de fosfato 0,05 M (pH = 7,4) y se transfirió a una columna de poliacrilamida

agarosa (ACA-54)previamente equilibrada con la solución de elución (solución

reguladora de fosfato con albúmina de suero bovino 1%, pH = 7,4).
125 125

Se eluyeron las lipoproteinas marcadas con I separándose del I li­

bre que quedó retenido.

Para calcular la eficiencia de la marcación, comopara verificar que las

lipoproteinas iodadas separadas por la columna, no estuvieran impurificadas

con 125I libre, se realizó una cromatografía en papel utilizando ácido tri­

cloroacético comosolvente de elución de acuerdo al método de Ceska y cola­

boradoreslzs. El ácido tricloroacético produce la precipitación de la protei­

|1251| ioduro de sodio,na, por lo que ésta queda en el origen y desplaza al

produciendo su separación. Por este método se estableció que toda la radiac­

tividad quedaba en el origen y en consecuencia no era necesaria una posterior

purificación.

La determinación de proteina total de las lipoproteinas, se realizó por
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el método de Lowry90 modificado por Markwell124 (extrayendo los lípidos con

clorofonmo, luego del desarrollo del color) y utilizando albúmina de suero

bovino (fracción V de Sigma) como patrón.

Por este método se determinó que 10 ul de la solución original de LDL

contenían 15,2 ug de proteina y que el mismovolumen de solución original de

HDLcontenía 84,5 pg de proteina.

1251, medida con un contador gamma, permi­El valor de radiactividad de

tió obtener las actividades especificas de las lipoproteinas marcadas, siendo

para LDLde 1,7 uCi/ug de proteina y para HDL1,83 pCi/pg de proteina, lo que

implicó una incorporación absoluta porcentual de 34 y 36,6% respectivamente.
I

d) Ensaxo de unión de las lipgproteinas a los receptores en la membrana.

Las glándulas parotoides sin piel, correspondientes a dos sapos Bufb

arenarum, se homogeneizaron en 1 ml de solución de bicarbonato de sodio l mM

(pH = 8) y se centrifugó dicho homogeneizado a 3000 x g durante 30 minutos.

El sobrenadante se centrifugó nuevamente a 27000 x g y el sólido depositado

se resuspendió en el volumen original de una solución de fosfato de pH = 7,4.

Esta preparación de membrana, se utilizó comofuente de receptores de

lipoproteinas.

Las incubaciones de las lipoproteinas con la preparación de membranase

realizaron en tubos de plástico descartables. El volumenfinal en cada tubo

fue 0,4 ml conteniendo solución reguladora de fosfato (pH = 7,4), 2%de al­

búmina de suero bovino, 100 pg de proteina de membrana (el volumen equivalen­

te a esa masa, de acuerdo a la determinación de proteina total según el méto­

do de Lowry), las lipoproteinas de sapo iodadas (1251-t—LDLo 125I-t-HDL
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según el caso; aproximadamente 1 ug de proteina/ml y 2000 cpm/ng de proteina)

y cantidades variables de t-LDL o t-HDLsin marcar respectivamente (desde

0,75 ug hasta 125 ug de proteina por ml de solución).

El valor de unión inespecifica se determinó 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.

Luegode las incubaciones, se separaron los complejos receptor-lipopro­

teina de los ligandos libres (t-LDL o t-HDLmarcadas y no marcadas) por agre­

gado de 2 ml de solución reguladora de fosfato de pH = 7,4 a cada tubo, se­

guido de filtración a través de filtros Millipore de 0,45 pm, previamente

saturados con albúmina de suero bovino al 5%. Los tubos y los filtros se la­

varon con albúmina de suero bovino al 1% (3.x 3 ml) en el mismo medio.

El control de tiempo cero, con y sin lipoproteinas sin marcar, fue res­

tado del valor de unión especifica (ver pág. 98).

Los ensayos se hicieron por duplicado y con los valores obtenidos se

construyeron gráficos de Scatchard (ver pág. 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) Marcaciónde las lipoproteinas con linoleato de 1;,2,6,7-3H| coles­

terol.

El linoleato de |l,2,6,7-3H| colesterol (act. esp. 100 Cilmmol)se
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incorporó a las lip0proteinas usando el método de Faust et. al.93.

Para cada lipoproteina se procedió de la manera siguiente:

Se evaporó a sequedad el linoleato de colesterol tritiado (40 uCi, 40

nmoles) que se provee comercialmente en solución en tolueno. El residuo se

disolvió en 0,1 ml de dimetilsulfóxido y la solución se agitó enérgicamente

durante 1 minuto. Se añadieron 0,9 ml de una solución reguladora (20 mMen

Tris/cloruro, pH = 8, 0,15 M en cloruro de sodio y 0,3 mMen EDTA)y luego

se agregó la lip0proteina (t-LDL o t-HDL; 1 mg de proteina en 25 pl de una

solución 0,15 M en cloruro de sodio y 0,3 mMen EDTA).

Esta solución se incubó durante 2 hs a 40°C, luego de lo cual se dializó

a 4°C durante 72 hs contra cuatro cambios de 250 ml de solución reguladora

(20 mMen Tris/cloruro, pH = 7,4, 0,15 M en cloruro de sodio y 0,3 mMen EDTA).

Se retiró la solución de la diálisis y se centrifugó a 12000x g durante 10

minutos a 4°C. La solución sobrenadante contenía la lipoproteina marcada.

Se determinó el contenido de colesterol total en cada lipoproteina por

el método de Searcy et. aZ.125 y la actividad especifica de cada una (ver

pág. 118).

f) Incubación de cortes de tejido de glándula parotoide con 3H-t-LDL

y con 3H-t-HDL(las lipoproteinas marcadas con el linoleato de colesterol

tritiadol

Se realizaron incubaciones de 16 hs en las condiciones empleadas en.

el ensayo a con acetato y mevalonato (ver pág. 189).

En cada tubo se colocaron entre 10 y 30 mg de tejido húmedocon las li­

poproteinas marcadas (aproximadamente 7,5 106 dpmde cada una) por separado,
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Estos ensayos se hicieron por triplicado.

Cuandofinalizaron las incubaciones. los cortes de tejido se extrajeror

comose describió en a, excluyendo el paso de hidrólisis alcalina y los lava­

dos con solución alcalina.

La radiactividad incorporada por mgde tejido se determinó por centelleo

liquido a partir de alicuotas de los extractos orgánicos. Estos extractos fue­

ron evaporados y los residuos se cromatografiaron comoen a, pero usando ace­

tato de etilo comosolvente de desarrollo. con colesterol tritiado y linolea­

to de colesterol tritiado comotestigos. Las placas cromatográficas se corta­

ron en tiras transversales de 0.5 cmque se eluyeron separadamente con cloro­

formo-metanol (3:1) para medir su radiactividad por centelleo liquido.

En el capitulo "Resultados obtenidos" se muestra un perfil cromatográfico

tipico para este experimento (ver pág. 121).

Los valores de incorporación de cada lipoproteina en el tejido, de in­

corporación de colesterol total y el porcentaje de hidrólisis del linoleato

de colesterol tritiado incorporado se indican en la Tabla 10.
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RESUMEN

Muypoco es conocido acerca de la biosintesis de bufadienólidos de sapo:

el resultado más 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 comoprecursores de compuestos

esteroidales que resulten de una modificación adecuada del colesterol en el

camino a bufadienólidos.

14€ en C-20 resultaba incorporadoPuesto que el colesterol marcado con

en los bufadienólidos del veneno de sapos y el mismo compuesto marcado en C-24

no se incorporaba, era muyprobable que la cadena lateral de colesterol se es­

cindiera entre C-20y 0-22 durante el proceso biosintético.

Partiendo de esa premisa. en el presente trabajo se decidió realizar la

sintesis de compuestos esteroidales marcados en C-20 o en C-Zl, que estuvieran

estructuralmente más relacionados con los bufadienólidos que el colesterol.

Se sintetizaron: [20-146] 3B-hidroxi-53-pregnan-20-ona, el mismocompues­

14C en C-21 y [21-14CI SB-colestan-3B-ol (coprostanol 21­to pero marcado con

146). Estos tres compuestos fueron inoculados a sapos intactos con el objeto

de verificar si producían bufadienólidos radiactivos. El coprostanol radiac­

tivo resultó incorporado en el bufadienólido arenobufagina, mientras que los
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otros dos compuestos produjeron veneno inactivo.

Se inoculó en forma paralela colesterol tritiado, comocontrol del en­

sayo.

También se inoculó ácido |2-14CI mevalónico, comprobandose la formación

de "y-sitosterol" radiactivo, mezcla de esteroles (colesterol, campesterol,

estigmasterol y sitosterol) que se separó en sus componentes,para verificar

que el único esterol radiactivo (o sea biosintetizado a partir del ácido me­

valónico marcado) era el colesterol y que los demás (esteroles tipicos de ve­

getales) no resultaban marcados.

Conel objeto de conocer el origen biosintético del colesterol en las

glándulas productoras del veneno se hicieron ensayos con homogeneizados y con

cortes de tejido de glándula parotoide.

Se incubaron cortes de tejido de glándula parotoide y de higado de sapos

con |1-14CI acetato de sodio y con |5-3HI mevalonolactona, observándose que

en las condiciones experimentales empleadas, sólo los cortes de tejido de hi­

gado sintetizaban colesterol radiactivo. Comono se producia biosintesis evi­

dente de colesterol db novo en las glándulas parotoides, era de esperar un

aprovisionamiento de colesterol desde el exterior de las células glandulares.

Por ello se aislaron las lipoproteinas de suero sanguíneo de sapos, se

125
las marcó con I y se efectuaron ensayos de unión de las lipoproteinas a la

membranacelular, midiéndose las constantes de disociación de los complejos



201

lipoproteina-receptor asi comolas capacidades máximasde unión. De esta mane­

ra se observó 1a presencia de sitios de unión de aita afinidad para ias 1ipo­

proteinas transportadoras de colesterol.

Para evaiuar 1a posibie "internalización" de 1as lipoproteinas, se las

marcó con Iinoïeato de |1,2.6,7-3H| coiesterol y se incubaron cortes de tejido

de glándula con esas lipoproteinas. con y sin e] agregado de colchicina (un

inhibidor de 1a "internaiización"). Se observó 1a presencia de coiesterol tri­

tiado y linoieato de colesterol tritiado dentro de] tejido, por lo que se con­

firmó e] aporte externo de colesteroï.

. ¿y¿W
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