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4

18-0OH-B=

Alcdo=

Forma M=

B=

NADPH=
nappt=
NADH=

18-0H-DOC=

18-DAL=

ATP=
ACTH=

CP=

ABREVIATURAS

18-Hidroxicorticosterona=4-pregnen -
-1l1 ,18,21-triol-3,20-diona.

Aldosterona=4-pregnen-18-ox9-
-11 ,21-di01-3,20-2iona,.

Forma mis polar,

Corticosterona= 4-pregnen-11 ,21-
-diol-3,20-2iona,

Nucledtido de dihicdrotrifosfopiridina.
Nucledtido de trifosfopiridina.
Nucledtido de Adihidrodifosfopiridina.

18-Hidroxi-ll-desoxicorticosterona-
4-pregnen-18,21-diol-3,20-diona.

ll1-Desoxicorticosterona=4-pregnen-21-
-0l-3,20-diona.

Longitud de onda.

Cromatograf{a gas-liquido.
Espectrometrf{a de masas.

Infrarrojo.

18-Desoxialdosterona=4-pregnen-21-o0l-
-3,20-Qiona-11p,18-8xico.

Adenosina-5'-trifosfato.
Adrenocorticotrofina.
Cromatogratia en papel.
ﬁctividad especifica.

Relacidn de M= distancia recorrida por
una sustancia/distancia recorrida por
la forma M de 18-OH-B.




CLAP=

-3
th 0
|

RMN=

uv

TLC=

HPTLC=

FMPA=

EI

MS

Vr=

TCA=

MAC=

Cromatograff{a liquida de alta presidn.
Tiempo de retencidn.

Relacidén de frente= distancia recorri
da por una sustancia/distancia reco-

rrida por la fase mévil.
Resonancia magnética nuclear.
Ultravioleta,

Cromatograff{a en placa delgada.

Cromatograffa en placa delgada de alta

performance,

Forma menos polar de la Aldosterona,
Extracto inicial,

Material saponificable,

Volumen cde retencidn.

Acido tricloroacético.

Suspensidn de la forma M de 18-0H-B en

HCP, compuesta por el reactivo remanég

te y 4 formas menos polares de 18-OH-B

denominadas Ry 4,33; Ry 5,26 Ry 6,33

y RM 7,18. Para Ry 4,33, el componente

mayoritario, se determind la estructura

de 18-DAL.
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INTRODUCCTION

I) ESQUEMA INTEGRATIVO Y REGULATORIO DE LA ALDOSTERONOGE -

NESIS.

Esta tesis pretende ser un estudio integrado Qdel
metabolismo del esteroide 18-hidroxicorticosterona
(18-OH-B) con particular énfasis en la biosintesis de
la Aldosterona (Aldo) la hormona sodioretentora, natu-
ral mds activa de las conocidas. La 18-OH-B en su do-
ble cardcter de hormona y de precursor es tema de es-
tudio del laboratorio del que formo parte desde sus
albores en los afos 70. Diversas tesis (1) (2) (3) y
otras publicaciones (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) dan
testimonio de esta continuidad.

Entre las publicaciones merece citarse en primer

lugar la de Borruel y col. (4) sobre biosintesis de‘
corticosteroides en la foca de Weddell, en cierta ma-
nera el orfgen de un extenso plan de investigacidn.
Se observd, en efecto, en este trabajo que,bajo las
condiciones experimentales "in vitro" empleadas, la
suprarrenal de la foca no sintetizaba Aldo, sintetizan
do en cambio cantidades relativamente importantes de
su elusivo y hasfa hace poco hipotético precursor, la
18-0H-B (1l1).

Este hecho de observacidn planted ya en ese en-

tonces tres preguntas, referidas respectivamente a las



razones fisioldgicas de la acumulacién de 18-OH-B, a
les de la inhibicidn de la Aldo y al mecanismo y con-
diciones que modulaﬁan la transformacién de 18-OH-B a
Aldo; o sea cudles serian los mecanismos y las condi-
ciones bajo las cuales la 18-OH-B se transformaria a
Aldo, cudles las que impedirfan esta transformacién y
las causas mecanf{sticas para estas modificaciones.

Las dos primeras preguntas darfan lugar a una
1{nea fisioldgica que demostrd para la 18-OH-B un pa-
pel especializado en el transporte de iones hidronio
hacia la luz del nefrdn (8) (9). ELl esteroide hidroxi
lado, probablemente bajo su forma M comunmente aisla-
da (ver mds adelante), serfa una de las hormonas de la
corteza suprarrenal involucrada en la homeostasis aci-
do-base ya que la gldndula interviene en dicha regula-
cidn en forma integrada, con todas sus hormonas (12),y
la 18-OH-B intervendrfa en la eliminacidn de protones
sin necesidad absoluta de retener Nat (8). una eSpé-
cie pulmonada y anfibia como la foca, que ademis posee
un hdbitat marino, no requerirfa retener este catidn
sino que deberfa eliminar protones acumulados durante
los perfodos de apnea, sin que esta eiiminacién depen-
da de un intercambio con iones Nat, Para una mayor ex-
Plicacién de estos requisitos vdase por ejemplo (13).

Es la tercer pregunta sin embargo, aquélla que
se refiere a condiciones Y mecanismos de biosfntesis

de la Aldo, la que Posee un contenido mds inmedia -




.-

tamente relacionado con la endocrinologia molecular Y
con los caminos biosintéticos de los esteroides adre-
nales,

Si se representan,en efecto, las f8rmulas planas
de los dltimos eslabones presuntog de la bios{ntesis de
la Aldo, aquéllos que se encuenfran.supgestamente entre
Corticosterona (B) y el mineralocorticoide (Figura 1),
uno se encuentra con que los dos metabolitos oxidados
en el Carbono angular 18 admiten varias formas tauto-
méricas. Es bien sabido que las formas abiertas de es-
tos dos esteroides no son estables (Ver por ejemplo
(14) (15)). Tanto los antiguos métodos de IR (16) (17)
como los modernos que utilizan Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) de lﬂ y de 13C (15) (18) y también los
métodos de Espectrometrfa de masas (6) demuestran la
predominancia de las formas hemiacetflicas para la 18-
OH-B (19) y para la Aldo (20).

Se habrd observado que desistf{ de trazar flechas
verticales en este esquema, y ello por una razdn obvia:
mal pueden ser precursores de los metabolitos de mayor
estado de oxidacidén, los correspondientes a la Aldo,
los metabolitos del estado de oxidacidén intermedia, pu®s
to que el equilibrio entre estos Ultimos se halla des
plazado hacia formas cuya ciclizacidn es opuesta a la
de las formas también ciclicas mis estables de la Aldo.

Una hip&tesis temprana de este (ll) y otros labo-

ratorios (21) admite que estas ciclizaciones opuestas
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podrfan ser de algin modo responsables de la falta de
precursoriedad de la forma comunmente aislada de 18-
OH-B para el mineralocorticoide. Esta hipdtesis se
completdé con otras,ya propias de nuestro laboratorio,
seguin las cuales podrfan existir condiciones que per-
mitieran desplazar los equilibrios de la 18-OH-B hacia
buenas formas precursoras y que en aquellas condicio-
nes y entre estas noveles formas habrfa que buscar tan-
to los mecanismos para la biotransformacién de 18-OH-B
a Aldo (S5) (11) como las condiciones para la regulacidn
de esta transformacidén (22).

Los capitulos de Introduccidn que siquen tratardn
en detalle cada uno de los eventos moleculares enuncia-
dos a vuelo/de pdjaro en los pirrafos anteriores. En
los resultados se analizardn luego las particulares for
mas de la 18-OH-B que resultan ser buenos precursores,
gse describirdn los métodos que llevan a su separacidén y
a la elucicdacidn de sus-estructuras y se ahondari eh las
condiciones fisicoqufmicas (pH, concentracién idnica) vy
bioquimicas (presencia de enzimas, de cofactores y de

trofinas) &ptimas para su transformacién a Aldo.

En la discusidén se abrirdn juicios sobre los po-
sibles mecanismos de esta transformacidn y se emitird
una hip3tesis sobre regulacidén de hormonas esteroideas
a través de transiciones entre formas isoméricas de mg

1éculas precursoras pequeias.



II) OXIDACIONES EN LOS CAMINOS ESTEROIDOGENICOS.

A partir de pregnenodona surgen los caminos es-
teroidogénicos que llevan a compuestos mds oxicdados:
la aldosterona (Figura 2), el cortisol (Figura 3) y-
los estrdgenos (Figura 4). Aunque estos caminos son
bien conocidos desde hace decenios resumiré las carac-
ter{sticas m&s notorias de las reacciones involucradas,
de los metabolitos finales y de los eslabones interme-
dios, tratando de generalizar, dentro de 1o posible,
correlaciones entre eventos y estructuras moleculares
por un lado y propiedades bioldgicas asf como requeri-
mientos homeostiticos por el otro.

Existen a través de estos caminos tres tipos de
reacciones, dos de naturaleza oxidativa(hidroxilaciones
y deshidrogenaciones)y una de naturaleza reductiva. Es-
tas reacciones llevan a esteroides que pueden dividirse
en cinco categor{as:

Categorfa A:

Precursores puros a los que hasta ahora no
se les conoce funcién hormonal. Ejemplo: pregnenolona

(Figura 2).

Categorfa B:

Eslabones que son, o pueden llegar a ser

precursores y/u hormonas. Ejemplos: progesterona (Fi-

gura 2), Corticosterona (Figura 2), testosterona (Fi-

gura 4).
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Categorfa C:

Esteroides de reserva con poca o ninguna
actividad hormonal per se pero ficilmente reversibles
a esteroides hormonalmente activos. Ejemplos: Cortiso
na (Figura 3), Androstenediona (Figura 4).

Categorfa D:

Hormonas que se encuentran al final de un
camino, que no son precursores de otras.hormonas y a lo
mis se metabolizan a catabolitos inactivos. Ejemplos:
Aldo (Figura 2), Estrégenos (Figura 4), Cortisol (Figu-
ra 3).

Categorfa E:

Estos catabolitos inactivos.
Ejemplos: tetrahidroaldosterona, adrenosterona y tetra-

hidrocortisol.

Los esteroides que integran cada una de estas
divisiones se hallan sujetos continuamente a evaluacio-
nes criticas. Un ejemplo clisico es el papel catabdli-
co que se le asignéd a la 5 & -dihidrqtestosterona has-
ta hace aproximadamente 20 anos , la que ahora es con-
siderada como la hormona androgénica mids activa de las
conocidas (23). De tal modo) si bien las categorfas
siguen conceptualmente v&lidas sus integrantes se ha-
llan expuestos a continuos cambios de ubicacién debido
a la interpretacién de nuevos hechos experimentales.

Es casi redundante decir que los avances a lo



-]]a

largo de los caminos metabdlicos llevan a eslabones
cada vez mis oxidados y que f£inalmente terminan en los
esteroides pertenecientes a la categorfa de hormonas
"puras" (Categorfa D).

En general, estos esteroides que se encuentran
al final de los caminos son también las hormonas m&s
activas, o sea las que en menores concentraciones ac-
tian. Sin embargo se trata también de las menos plis-
ticas, o sea carentes de rol precursor. Es el caso de
la Aldosterona, altamente activa a nivel de nmoles/
litro (24) y absolutamente carente de plasticidad, asi
como de los estrégenos, los gque en muchos aspectos se
asemejan a la Aldosterona.

La peculiar ubicacidén de la 18-hidroxicorticos-
terona en este esquema dependeri de la demostracidén de
su cardcter precursor para el mineralocorticoide,

¢Cémo intervienen las 3 clases de reacciones que
hemos visto en la biosintesis de cada una de estas ca-
tegorfas de esteroides?, Los avances a través del cami-
no metabdlico en general se consiguen por hidroxilacio-
nes. Estas oxidaciones se caracterizan por ser irrever-
sibles, por dar lugar a esteroides con capacidad hormo-
nal y precursora ( Categorfa B) as{ como hormonal pura
(Categorfa D); por necesitar oxigeno molecular; y por
usar nucledtidos reducidos (NADPH) que se oxidan junto

al esteroidcde.

La irreversibilidad se logra a través de una ca-
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dena oxidativa cuyo dltimo eslabdn es el citocromo
P-450, dnico eslabdn de la cadena que puede aprove-
char el ox{igeno molecular (Figura 5).

La reaccidn general para las hidroxilaciones
se representa en la Figura 6. En ella se puede ver
que, tal como se comentd antes, el esteroide y el nu

clebtido se oxidan, constituyendo la otra hemirreac

cidn la reduccidn del 0, a H,0 y al grupo oxhidrilo
del esteroide. De este modo el requerimiento simulté
neo de O2 y de NADPH serd un hecho experimental que
permitird asiguar un mecanismo de hidroxilacidn a una
dada oxidacién. E1 NADPH, necesario para la hidroxi-
lacién, en general no atraviesa con facilidad las
membranas de las distintas organelas celulares (25).
Es as{ como en las hidroxilaciones mitocondriales el
NADPH suele generarse, experimentalmente, por el a-
gregado de intermediarios del ciclo de Krebs; o b;gn
por el agregado de malato y NADPY. En el primer caso
se activa el funcionamiento del Ciclo y se genera
NADH que por accién @e la enzima transhidrogenasa-ATP
dependiente se transforma en NADPH (26) (27). En el
29 caso el malato se oxida a piruvato por accidn de
la enzima mdlica mienfras que el NADPY se reduce a

NADPH (28) (29).

El citocromo P-450 que procduce la reduccién del

ox{geno molecular (Figura 5) es especifico para las
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posiciones a hidroxilar. En efecto, han sido purifi-
cados (30-31) o por lo menos descriptos (32) varios
tipos de citocromo P-450 en tejidos esteroidogénicos:
el citocromo P-450-11I5 responsable en la mitocon-
dria adrenal de las hidroxilaciones en las posiciones
C-11 y C-18 de pregnano esteroides (30) (31) (33) y

en la posicién C-19 de~1a 18-0H-DOC (34) (35); el ci-
tocromo P-450-SCC también mitocondrial al cual se une
el colesterol para hidroxilarse en las posiciones C-20
y C-22 y luego sufrir la pérdida de la cadena lateral
(C-22 a C-27) (36) (37) (38); el citocromo P-450-micro
somal de adrenal para la hidroxilacién en las posicio-
nes C-17 y C=-21 (27) (39) (40) (41); el citocromo P-450
también microsomal para la hidroxilacién en la posicién
C-17 de pregnano esteroides seguida de la pérdicda de
la cadena lateral para dar lugar a los andrégenos (42)
(43): el citocromo microsomal P-450-AROM {(aunque tam-
bién se lo ha hallado en mitocondrias de placenta (44)
(45)) responsable de las hidroxilaciones en la posicién
C-19 de los androstanos para dar lugar a los estrége-
nos (32) (46). Los citocromos P-450-11‘5y SCC suelen
ser llamados en conjunto P-450-S (47).

Con respecto al citocromo P-450-11(5 se han
intentado separar las actividades enzimiticas para
las hidroxilaciones en las posiciones C-11 y C-18 con
resultados negativos (30). En efecto, las evidencias

acumuladas apoyan la existencia de una sola proteina
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responsable de ambas hidroxilaciones: en la electro-
foresis en gel de poliacrilamida del citocromo P-450-
11> se obtiene una sola banda (30); a través de di-
versos pasos de purificacién la relacidn “actividad
de 11 fb-hidroxilacién/actividad de 18-hidroxilacidn
se mantiene constante (30); el andlisis de la estruc-
tura primaria del citocromo P-450-11 (5 da un sélo a-
minodcido terminal (48): la reaccidn sobre gel de a-
garosa por difusién doble entre el citocromo P-450-
11‘5 purificado que contiene ambas actividades enzi
miticas y su antisuero obtenido de conejo da una sola
banda de precipitacidén (48),

Por otro lado Mompi y col. (49), estudiando 1la
activiéad del citocromo P-450-11 (b en porcinos, bo
vinos, cobayos, conejos y ratas, encontraron que la
actividad de 11 P)- hidroxilacidn y de 18-hidroxilacidén
sobre ll-desoxicorticosterona (DOC) es m&xima en la
rata, mientras que la actividad de ll,b -hidtoxil;ci6n
sobre 18-hidroxi-l1-desoxicorticosterona es minima en
la misma especie. Esto indicarfa que existe diferente
distribucidn de las actividades hidroxildsicas depen-
diente de la especie animal.

Unas palabras sobre otros critertos experimen-
taies para el estudio de la especificidad de un cito-
cromo P-450 dado: La unidén del esteoride al citocromo
P-450 se puede detectar por un corrimiento en la ban-

da de Soret de la protefna hémica. La primera investi
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gadora que realizd esta importante observacién fue
Naramsinhulu (50). Los resultados fueron posteriormen
te confirmados (51) (52) (53). La interaccién del 1li-
gando (sustrato) con el citocromo resulta en cambios
caracter{sticos en los l mdx vy 1 mfn del espectro
de absorcién (54). Los cambios obtenidos luego de la
unidén del ligando al citocromo P-450 con respecto a

la protefna libre han sido clasificados en dos tipos:
El espectro de tipo I con un méximo a 388 nm y un mi-
nimo a 420 nm producido por un cambio desde el esta-
do de spin inferior al estado de spin superior en los
electrones de los orbitales de valencia del 4dtomo de
Fe hémico (55); y el espectro de tipo II con un mixi-
mo a 420 nm y un mfnimo a 390 nm, indicativo de un
cambio hacia el estado de spin inferior el cual pue-
de ser causado por la interaccién del Fe hémico con
una base nitrogenada (56). La aparicién o no de tales
cambios éspectroscépicos indica entonces la exist;ncia
o no de interaccidn entre los esteroides y el citocro-
mo P-450.

As{ se ha visto que el citocromo P-450 de tes-
t{culo se une preferencialmente a pregnano esteroi-
des (57) y que el de placenta une C-19 esteroides (58).
Esto indicarfa también la existencia de varios tipos
de citocromo P-450 los cuales unirfan al tipo de es-

teroides que el tejido espec{ficamente metaboliza (54).
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Las enzimas asociadas a la funcidn de hidroxi-
lacidén del citocromo P-450 se denominan oxidasas de
funcién mixta (59) (60) o hidroxilasas (22) (60) (61).
Estas enzimas tienen compartimentalizadas sus activi-
dades a nivel de 8rganos y a nivel celular. Por ejemplo
la actividad@ 21-hicdroxildsica no se halla ni en ovario
ni en testfculo pero sf se halla en adrenal (62). Con
respecto a esta dltima gldndula cabe mencionar que po-
see tocdas las actividades hidroxildsicas o sea las de
las gonadas y las propias caracter{sticas, aunque en
distinta proporcidn en cada una de las zonas anatdmi-
cas (47) (Ver mds adelante).

El 29 tipo de oxidacidn es el de la deshicdroge-
nacidn, reaccién NaDP' dependiente que, dado el cardc-
ter oxicdante del co-factor, puede realizarse en medio
exento de O2 (anaerdbico). Son ejemplos tfpicos la reac-
cidn de Cortisol a Cortisona; de Corticosterona a
ll1-Gehidrocorticosterona (compuesto A); de Testosfero-
na a & -4-androstenediona; de estradiol a estrona.

La reaccidn general, junto a algunos de estos ejemplos,
se halla representada en la Figura 7. Las caracteris-
ticas de este tipo de reacciones son las siguientes:
consisten en reacciones reversibles entre alcoholes y
cetonas; el compuesto oxidado, es por lo general el
compuesto bioldgico menos activo (al revés de lo que

ocurrfa en las hidroxilaciones); a este compuesto oxi-
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dado se le asigna un papel de sustancia de reserva,
por lo menos en los ejemplos anteriores. Es asf que
la Cortisona mucho menos afin por 1los receptores de
las glucocorticoides que el Cortisol, constituye una
forma de reserva glucocorticoidea durante el desarro
llo fetal. A medida que el feto se desarrolla el equi
librio Cortisona » Cortisol se desplaza hacia la de-
recha, compitiendo ademds los receptores del Cortisol
en forma creciente por el sustrato con la deshidroge-
nasa.

Hay una notable excepcidn en estas deshidrogena-
ciones: la que se produce a la altura de la isomeri-
zacién del doble enlace {&-5-6 a doble enlace &A-=4-5
con simultdnea deshidrogenacién del oxhidrilo en posi-
cidn C-3; por ejemplo la transformacidén de Pregneno-
lona a Progesterona, Figura 2. Esta reaccidn es ;rre-
versible (Ver sin embargo Rosner y colab. (63)) y su

sequndo término, a diferencia del primero, es hormo-

nalmente activo.
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UBICACION ESPECIAL DE LA 18-OH-B A LO LARGO DE ESTE

ESQUEMA DE LOS CAMINOS METABOLICOS.

Su doble cardcter de hormona y precursor colo-
carfa a la 18-OH-B en la categorfa B cde 1la clasifica
cidn de esteroides hecha en la Seccién anterior. Es
decir que la 18-OH-B es un eslabdn dentro de los ca-
minos metabdlicos que es precursor y hormona.

A 1o largo de esta tesis se demostrardn, sin
embargo, las diferencias entre este precursor-hormo-
na-18-hidroxilado y otros precursores-hormonas tales
como Progesterona, Andrdégenos y la misma Corticoste-
rona que no dependen para su cambio de cardcter de

alteracidn o transicién entre estructuras moleculares.
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IV) QUIMICA DE LOS ESTEROIDES 18-HIDROXILADOS.

a) Formas abiertas y cfclicas.

Aquellos esteroides que poseen un grupo OH
en la posicién C-18 pueden reaccionar con grupos
carbonilos cercanos, siempre que el factor esté-
rico favorezca dicha reaccién. Los esteroides que
se hallan en esta situacidén son los derivados del
pregnano 18-OH-Progesterona; 18-OH-1ll-desoxi-Cor-
ticosterona; (18-OH-DOC) y 18-OH-Corticosterona
(18-0H-B) .

Como ya se mencioné, estas moléculas no se
encuentran en su forma estructural abierta (Figu-
ras 8 y 9) sino que el grupo OH de la posicién
C-18 puede reaccionar con el grupo carbonilo de la
posicidn C-20 formando un puente hemiacetdlico

C — QO e— C que da lugar a las correspondien-

18 20’
tes estructuras cficlicas (Figuras 8 y 9) (18) (6)
(19). El1 equilibrio entre formas abiertas y formas
ciclicas se halla en todas ellas grandemente des-

plazado hacia la derecha puesto que las formas ci-

clicas son m&s estables.

La caracterf{stica de estas formas cfclicas, no
obseFvable en la estructura plana, es que el grupo
OH qﬁe se ha formado en C,, a rafz de la existen-
cia del puente hemiacetflico se halla mis expuesto

que su antecesor de la posicién C-18 de la forma
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abierta (6). Como consecuencia las formas cfclicas
son mis reactivas y algo mds polares. De todos mo-
dos, tanto formas abiertas y cfclicas son mucho
mis polares que las derivadas de estas ﬁ;timas en
las que los oxhidrilos se hallan funcionalizacdos
(Ver mds adelante). Por ésto las formas no deriva-
tizadas se denominan formas M (de "More polar").
En cromatograffa en papel ambas formas M no se re-
suelven por lo que se presentan como un pico dnico
de movilicdad intermedia entre la forma cfclica y la
forma abierta.

La existencia de ambas formas M (abierta y c£
clica) en_solucién ha sido comprobada por la forma-
cidn de diacetatos (64); por la formacidn de trime-
tilsililderivados (65); por reaccién con azul de te
trazolio mds o menos retardada (66): por CGL-EM (65)
y por EM (6) (67)., Estos son métodos dindmicos (des-
tructivos) que desplazan el equilibrio hacia l;s for
mas susceptibles de ser derivatizadas y por consi-
guiente dan una idea sobre la existencia de ambas
formas pero no sobre la proporcién relativa. Aun-
que en el caso de las reacciones colorimétricas
como la del Azul de tetrazolio propia de compues-
tos con cadenas & -cetélicas intactas, uno puede
inferir de la velocidad de reaccidn (la velocidad
con la que aparece el color) si las correspondien-

tes moléculas se hallan mds bien con la cadena in-
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tacta (o sea abierta); o hemiacetdlica en cuyo ca
so la reaccidn es mds lenta. Finalmente los méto-
dos estdticos no destructivos tales como las Es-
pectroscopfas de IR y de RMN s{ permiten saber la
proporcién relativa de cada una de las formas, ya
que no modifican el estado de equilibrio. Por ejem
plo, estudios de IR de 18-0OH-B (64) y 18-OH-DOC
(16) (68) (69) no pudieron demostrar un pico de ab
sorcién a 1700 cm'l caracter{stico de compuestos
con grupos carbonilos libres no conjugados. Estos
grupos existen en la posicidén C-20 de las formas
abiertas de estos 18-hidroxiesteroides. Sin embar-

go en uno de esos estudios (16) se vié una pequeiia

. absorcidén a ese nimero de onda la cual se eviden-

b)

cid como un pequeiio hombro. De este modo, en el
equilibrio, la forma abierta estd presente solamen
te como un componente menor. Los estudios de RMN
de 18-0H-DOC (70) (20) y de 18-OH-B (18) confi;man
los resultados de IR, ya que sélo se evidencia el
grupo carbonilo de 1la posicién C-3, no apareciendo

sefiales del de la posicién C-20 de la forma abier-

ta.

Generalidades sobre formas menos polares de los

pregnano esteroides 18-hidroxilados, y en espe-

cial de la 18-OH-B.

El primer investigador en evidenciar la exis
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tencia de formas menos polares producidas espontd
neamente o por estacionamiento en ciertos solven-
tes orgdnicos de la 18-0OH-ll-desoxi-Corticostero-
na fue Domfinguez (71) quien abre diversas hipSte-
sis sobre la naturaleza de estos compuestos. El
primero en evidenciar la produccién de tales com-
puestos en medio 4cido fue Kondo (14) quien postu
18 la formacidn de un df{mero; y luego Kirk (72)
propuso la formacién en medio 4cido de anhidridos.
En este laboratorio Damasco y Lantas en 1975 (5S)
demuestran buena precursoriedad para lo que ellos
consideran en ese momento forma udnica poco polar
de la 18-OH-B estacionada en disolucidédn metandlica
y afios mds tarde Aragonés y col. (6) estudiaron
sistemdticamente la existencia de varias formas po
co polares con dilucidaciones tentativas estructu-
rales para algunos cde ellos. Actualmente lo que se
conoce sobre estés formas es lo siguiente: coﬁ;
consecuencia de la formacidn del puente hemiacetd
lico entre las posiciones C-18 y C-20 aparece en
la forma cfclica un OH sustituyente que confiere

a la molécula no sélo mayor polaridad sino también
mayor reactividad. En efecto, posiblemente por su

cercanfa al puente ox{geno (Figura 8 y 9) y la con

siguiente labilidad del H del OH en C-20, el compues

to c{clico tanto de 18-0OH-DOC como de 18-OH-B

posee caricter 4cido. Una de las consecuencias de




c)

esa reactividad es la formacidn reversible en so-
luciones alcondlicas de un derivado 20-alconoxila

do (6). Esta reaccidn ocurre a terperatura artcien
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te v ¢oa una velccidad que disninuy
de la cadena alcondlica (6). La reaccidn genersl
para la 18-OH-B estd representada en la Figura 10.

A partir cde 18-OH-DOC se ha descripto por
RMN la formacidn cde derivados 20-metoxilacdos (70).
Estos mismos derivados han sido detectados por EM
(15).

La formacidn de estos derivados 20-alconoxi-
lados de las formas ciclicas de los pregnano este-
roides l18-hidroxilados se produce cuando los me-
dios alcohdlicos se hallan ligeramente 4cidos (Ver
mds adelante). En cambio, el producto de la misma
polaridad en el sistema cromatogrdfico en papel
4,33) pero que se produce en me

M

dio alcohdlico rigurosamente neutro es distinto,

Bush B 5 (73) (R
no conociéndose adn su estructura.

Produccidn de formas menos polares en medio dcido.

Los esteroides 18-hidroxilados pueden procdu
cir formas menos polares,también en medio dcido
(6) (19) (74). Tal vez las mis estudiadas sean las
correspondientes a la 18-OH-B. Hasta la realizacidn

de la presente tesis se sabfa que la 18-OH-B cro-
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Figura 10: Obtencidn del derivado 20-alcohoxilado de
18-0H-B (M). R: grupo alquilo.
CHZOH
. CH C=0
Q 2
0
0
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H H
—_—
0 (6]
Figura }1: Estructuras sropuestas por Aragonés y col.(6)
4,33).

para el principal componente del MAC (RM
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matogrdficamente homogénea producfa en medio dci-
do 4 formas menos polares, separables por croma-
tograffa en papel (sistema Bush Bs (73)) cuyos va
lores Zce RH (distancia recorrida por el compuesto/
distancia recorrida por la 18-OH-B £forma M) son
4.33; 5.26; 6.33 y 7.18 (6). De todas estas formas
menos polares, la mds abundante resultd siempre
ser la de R, 4.33 (6) (19). Sobre esta forma se
realizaron estudios por EM los cuales no permitie
ron concluir o dejaron duda sobre si el compuesto
de RM 4.33 fuera 4-eno-21-0OH-3,20-Adiona-11,18-oxi-
do-pregnano (18-DAL) o 4,20-dieno-11,21-di0H-3-

ona-18,20-oxido-pregnano, pudiendo eventualmente

darse una mezcla de ambas (Figura 11l).

Produccidn de formas menos polares en solventes

orgdnicos.

El estacionamiento de 18-OH-B en distintos
solventes orgdnicos tales como acetona, benceno,
cloroformo, etc.... (2) (75) (76) procduce formas
menos polares cuya estructura no es conocicda. Se
postula que la produccién de estas formas podr{ia
deberse a la acidez de los solventes orgdnicos,

a la posibiliaad de éstos de formar uniones tipo
puente de hidrégeno, o de liberar racdicales (75).

'E1 caso especial de los alcoholes como sol-




ventes orgdnicos ya fue tratado antes. Podria so-
lamente volver a decirse que los compuestos f£orma
dos en medio alcohdlico rigurosamente neutro son

de estructura desconocida y diferentes a los pro-
ducidos en medio alcondlico con trazas de hidroge-
niones, los cuales son 20-alcohoxiderivados, aun-
que pocdrfan estar en presencia de otras formas atdn

no determinacdas.

e) Dimerizacidn.

La 18-OH-B formada a partir de B, por hidroxi
lacién microbioldgica, ha sido aislada del medio
de cultivo como un dimero, del cual se sugirié que
estaba formado por dos mondédmeros unidos por sus po-
siciones C-20 y C-21 (14). La dimerizacién de 18-
-OH-B también fue postulada por Damasco y Lantos
(5) usando Sephadex LH-20, luego de mantener en so
lucidn al esteroide.

En cuanto a 18-OH-DOC, Genard y col. (70)
describieron la formacién de un dimero en metanol

y en dimetilsulfdxido.
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V) QUIMICA DE LA ALDOSTERONA,

En la Aldosterona (Alcdo) el grupo carbonilo de la
posicidn C-18 puede reaccionar con el grupo OH sustitu-
yente de la posicidén C-11, por medio de una reaccidn si
milar a la que ocurre en la 18-OH-B entre el carbonilo
de C-20 y el OH de C-18, De esta manera se produce un
puente hemicetilico C-lle— O —— C-18, dando lugar a la
forma monocfclica de la Aldo (Aldo-mc) (Figura 12).

Como consecuencia de la formacién del puente he-
micetdlico en la Aldo-mc aparece un OH sustituyente de
la posicién C-18 (Figura 12 ). Este grupo OH se encuen-
tra ahora en una posicién similar al homdélogo de la
18-0OH-B (Figura 9), por lo que puede reaccionar con el
carbonilo de la posicidén C-20 formdndose un ciclo C-18
= 0= C-20, y dando lugar a la Aldo biciclica (Aldo-
bc) (Figura 12).

En solucidn existen las tres formas de la Al?o:
abierta, mc y bc, siendo las dos dltimas las mayorita-
rias (20) (77).

En el presente trabajo de tesis se aisl§ y carac-
terizd otra forma para la Aldo, en equilibrio con las

anteriores, que consistié en un di{mero (78).
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VI) LA BIOSINTESIS DE LA 18-OH B Y DE LA ALDO.

a)

Secuencia de reacciones.

El metacolismo de B hacia esteroides acti-
vos inavolucra la oxidacidn del grupo metilo de
la posicidn C-18. El procducto £inal de este me-
canismo biosintético rinde Aldo, esteroide que
en su forma abierta tiene un grupo aldehfdo en
la misma posicidén C-18 (Figura 12). Tal oxida-
cidn involucra 4 equivalentes (4 electrones) por
lo que es dable pensar que deba existir como in
termediario del paso de B a Aldo, el esteroide
que posea en la posicién C-18 un grupo oxhidrilo.
Este dltimo esteroide no es mds que la 18-OH-B.
Por lo tanto, como inicialmente se propuso (Fi-
gura 2) se puede escribir (79):

B «—p 18-OH~B ~—p Aldo

Esta secuencia es avalada por estudios de
captura de intermediarios realizados por Vecsei
(80) y Kojima y col. (81)(82). A parte de este
camino esteroidogénico principal para la biosin-
tesis de Aldo, Miiller (83) propuso un camino al-
ternativo, el cual se halla representado en la

Figura 13.

Por otro lado, Neher (84) propuso un esque
ma mds general representado en la Figura 14, el
cual incluye las vias metabdlicas de Miiller (2

de Nener equivalente a ll-desoxialdosterona de
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b)

Miller).

Finalmente, Ulick (85) demostrd, en interre
nales de sapo, que 18-DAL era mejor precursor para
Alcdo que 18-OH-B, aunque no5 halld que aquel este-
roide se produjese como intermediario, a partir

de algin precursor conocido.

Rendimientos biosintéticos: la baja capacidad pre-

cursora de 18-0OH-B.

Al incubar B tritiada con tejido adrenal
los rendimientos obtenidos para 18-OH-B oscilan
entre el 1 y el 12% (79). Para Aldo los valores
informados se encuentran entre el S5 y el 26%
(79) (7).

Por otro lado, segun datos de la literatu-~
ra, el rendimiento de Aldo a partir de 18-OH-B
equivale a valores entre 1/81 y 1/17 del rendi-
miento a partir de B (79) (86) (87).

De estos datos se ve claramente que la pro
duccidn de Aldo a partir de B es mucho mayor que
a partir de 18-0OH-B lo cual estarfa en contradic-
cidn con el esquema antes propuesto (Figura 2).

Sin embargo los resultados anteriores po-
A@rfan explicarse con los siguientes argumentos:

1) La oxidacidén de B a Aldo es efectu;da
por una dnica enzima cuyo sitio activo sdlo re-

conoce a B. Luego, al incubar la enzima con
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18-CH-B, ésta no es reconocida per aquélla, bajan
do el rendimiento de Aldo (1l1l) (8S5).

2) La masa enddgena de 18-OH-B en mucho ma-
yor que la correspohdiente a B. De esta forma 1lcs
precursores radiactivos que se usan se “diluyen"
mds para 18-OH-B que para B resultands una produc
cidén menor de Aldo radiactiva a partir del primer
precursor con respecto al segundo.

3) El precursor 18-OH-B se agrega al medio
de incubacidn como forma M la cual es muy polar.
Esa alta polaridad de la molécula le impediria
atravesar las membranas para llegar al lugar de
accidén enzimdtica. Este problema no existirfa si
18-OH-B se procdujese "in situ” a partir de B (81).

4) La forma "M de 18-0H-B, usada como pre-
cursor y aislada de tejido, posee un puente hemi
cetdlico 18,20 mientras que los tautdédmeros de Al
do poseen el puente en el sentido opuesto 11,18.
De esta manera, la forma precursora para Aldo
serfa, o bien la forma abierta de 18-OH-B, o bien
alguna forma menos polar que necesita condiciones

especiales para su formacidn.

Esta lista de argumentos posibles para ex-
plicar la baja capacidad precursora de 18-0OH-B

para Aldo con respecto a B, no es de ninguna for-

ma limitativa, pero s{ constituye 1las hipétesis

que mds se han discutido en la ltteratura.




El argumenato 1 deja de ser v3lido a la luz
de los experimentos de "captura" por 18-OH-B8 radip
inerte de la radiactividad proveniente de B, con
la consecuente disminucidn de la de Aldo (80) (81).

El argumento 2 resulta asimismo objetable
ya que usando mitocondrias, en las que los este-
roides enddgenos pueden considerarse despreciables,
se siguieron obteniendo los mismos resultados.
Asimismo, seguin datos personales no publicados,
las cantidades de B y de 18-0OH-B endégenas resul-
tan similares o, de haber alguna diferencia, ésta
no alcanza para justificar la variacidn observada
en los rendimientos de Aldo.

Los argumentos 3 y 4 no puecden descartarse
£3cilmente. M&s audn, acerca del argumento 4 exis-
ten datos que indican que algunas formas menos
polares de la 18-OH-B producen mayor cantidad
@e Aldo (5) (7). A este respecto son relevantes
también las ideas de Aupetit y col. (88) quienes
proponen como precursora de Aldo una forma trans-
£ormada de 18-OH-B, aunque no necesariamente menos
polar. Estos autores obtienen una mayor cantidad
precursora para Aldo cuando incukan 18-0OH-B ais-
lada de tejido adrenal previamente incubado con
B tritiada, que cuando incuban la 18-OH-B sinté-

tica.

Estos argumentos forman parte de las hipé-
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tesis planteadas para el desarrollo del presente
trabajo de tesis: El argumentos 3 se probd inclu
vyends a los precursores racdiactivos en liposomas
de 1l{picdos no polares de adrenal da rata, mientras
que el 4 se probd incubando diferentes f£ormas
menos polares de la 18-OH-B,

Con estos argumentos analizados, cabe ahora
sefialar que las hipdtesis mds generalmente acep-
tadas sobre la biosfntesis de Aldo a partir de
18-OH-B, admiten la existencia de un intermedia-
rio activo que difiere estructuralmente de la 18-
~OH-B aislada (forma "M"). El esquema mds acepta-
do es el de Ulick (89) (Figura 15) quien postula
como intermediario un complejo del esteroicde con
una metaloenzima, siendo la forma M de 18-OH-B
bioqufmicamente inerte y originada a partir del
complejo. La hipétesis de Ulick explica satisfac
toriamente algunas situaciones metabdlicas y cii
nicas y estd de acuerdo con las ideas general-
mente propuestas para conversiones similares (90).
Sin embargo el intermediario esteroide-metaloen-
zima no ha podido ser caracterizado.

Otra hipétesis similar propone una cadena
de protefnas a la cual el intermediario biosin-

tético activo estarfa unido (91).

c) Mecanismos y co-factores,




-40-

En cuanto a los mecanismos involucrados en
las oxicdaciones de B y de 18-0H-B, desde los pri
meros trabajos se verificd y se acretd que, en
distintas especies, el pasaje de B a 18-OH-B con-
sist{a en una hidroxilacidn (60) (86) (92). Es-
tas comprobaciones se realizaron estudiando los
requerimientos de NADPH por NADP y de 02. La oxi
dasa de funcidn mixta responsable de esta hidroxi
lacidn fue denominada por Ulick (85) metil oxida-
sa.

La existencia de un mecanismo de hidroxila-
cién para la oxidacién de B a 18-OH-B, resulta
si se quiere "18gico" observando las estructuras
de ambos esteroides (Figura 2), si bien al ais-
lar 18-0OH-B se obtenga su forma M mds que su for
ma abierta (Figura 9).

El mecanismo de la oxidacidn de 18-OH-B a
Aldo, por el Eontrario, fue por largo tiempo dis-
cutida. Esto fue as{ desde ambos puntos de vista,
el tedrico y el experimental. En el primero es
posible postular deshidrogenaciones o hidroxila-
ciones tal cual fue postulado por Fraser y Lantos
(11) (Figura 16) y por Kojima (82), tenienco en
cuenta las formas abiertas y/é ciclicas dé la 18-
-OH-B y de la Aldo.

Desde el punto de vista experimental exis-

ten en la literatura datos que favorecen la deshi-
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Figura 16: Caminos biosintéticos propuestos por Fraser

y Lantos (11) para la obtencidn de Aldo seqin: a) una

hidroxilacidn; b) una deshidrogenacién,
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drogenacidn (21) y otros que avalan una hidroxi-
lacidn (87), si bien desde los estudios de Marusic
y col. (93) tomd mayor forma la idea de una hidroxi
lacidén. M4ds recientemente se ha confirmads este
mecanismo por los estudios de Aupetit y col. (94)
(95) sobre requerimientos de co-factores, ATP e
intermediarios del Ciclo de Krebs y por los de
inhibicidn de la cadena transportadora de elec-
trones del citocromo P-450 de Kojima y col. (81)
(82).

Cabe destacar que las hidroxilaciones pro-
puestas se efectuarfan sobre la forma abierta (82)
0 sobre la forma M (95). Sobre la primera la di-
ficultad reside en que se halla en muy baja pro-
porcidn, mientras que sobre la segunda (forma M)
el problema biosintético se presenta en que su
ciclo (18 = O~ 20) es opuesto al necesario para

Aldo (lle=— O+—18) (Figuras 9 y 12).

Compartimentalizacidn a nivel celular.

Al incubar B radiactiva con las diferentes
fracciones subcelulares obtenidas a partir de te
jido adrenal se ha visto que la formacidn de 18-
-OH-B y de Aldo ocurre en mitocondrias (96) (60}.
Por otro lado se obtiene el mismo resultado cuan-
do se incuba 18-0OH-B radiactiva para obtener Aldo

(97) (81) (94).



VII) LAS ZONAS DE LA CORTEZA SUPRARRENAL, SUS SECRECIO-

NES Y FUNCIONES.

El par de gldndulas suprarrenales de la rata
adulta pesa alrededor de 35 mg.

En las gldndulas seccionadas en mitades se
pueden observar a simple vista las dos regiones
aproximadamente equivalentes: la médula mds clara
y la corteza (Figura 17).

Es bien sabido que la regidn mecdular es de
origen nervioso, que segrega catecolaminas y que,
salvo situaciones patoldgicas, sélo la corteza se-
grega esteroides.

Los primeros estudios sobre zonizacidn de los
corticoesteroides fueron efectuadas por Girauld y
col. (98) quienes encuentran, tal como era de espe-
rar, que las zonas mds contiguas a la médula, la
facsiculada y la reticular (Figura 17), sintetizan

B pero no Aldo, mientra; que la zona glomerulosa
produce Aldosterona. M&s acdelante Stachenko y Giraud
demuestran que B es producida por ambas zonas (99).
Lucis y col (100) y Ward y Birmingham (101), confir-
maron estos resultados. Finalmente Sheppard Yy col.
(102) dGemuestran que ambas regiones (glomerulosa y
facsiculada-reticular) contienen las enzimas capa-
ces de hidroxilar las posiciones 21, 11 y 18 Qe 1los

Pregnano esteroides.

Sin embargo luego se evidencid que las hicdroxi-
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Figura 17: Zonas cde la gldndula adrenal.
1= Zorna glomerulosa.
2= Zona facsiculada,

3= Z5na reticular.
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laciones en las posiciones 11 y 18 dependerian, para
su zonizacidén, del sustrato. En efecto, la 18-hidroxi
lacidén de B para cdar 18-OH-B ocurre en ambas regio-
nes indistintamente mientras que las cde B y 18-OH-B
hacia Aldo sdlo ocurren en la glomerulosa (98) (92)
(11) (102) (84).

Es as{ como surge la evidencia de que algunos
esteroides pueden ser formados en ambas regiones
(glomerulosa y facsiculada-reticular) pero sdélo ac-

4
tuan como precursores en una de ellas. Para el caso

recién mencionado de 18-OH-B Neher (84) y Ulick (89)

propusieron que este esteroide sea intermediario de
biosintesis en una regidn (glomerulosa) y producto
£inal en la otra. De Nicola y Dahl (103) postulan
un mecanismo similar para DOC. En efecto, estos
autores encuentran que DOC actua como precursor en
la zona glomerulosa, y como producto £final en la z90
na facsiculada-reticular, sugiriendo asi que la se-
crecidn de este esteroide se efectuarfa a partir ce
esta dltima regidn.

Para la 11 fb -hidroxilacidn de 18-0OH-DOC como
via alternativa en la biosfntesis de Aldo (Figura
13) Miiller demuestra que ocurre en la zona glomeru-
losa, si bien 18-OH-DOC también existe en la facsi-
culada- reticular (83).

En s{ntesis puede decirse,que "la razdn de

ser" cde la glomerulosa serfa, la de suministrar el
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mineralocorticoide mds potente mientras que la for-
macién en ella de progesterona y corticosterona en
pequenas cantidades cumplirfa un rol precursor. El
rol de las zonas facsiculada y reticular, en camkio,
es producir grandes cantidades de B utilizada por
el organismo como hormona. Este esquema se mantiene

vdlido en la actualicdad.




SINTESIS DE ESTEROIDES.

i
i
VIII) IMPORTANCIA DE LAS REACCIONES ESPONTANEAS EN LA BIO-
i
' La existencia de reacciones espontineas, es cde
l cir no enzimiticas, en algunos caminos esteroidogé-
nicos ha sido postulada como un mecanismo natural.
l En efecto, Aragonés y col. (7), encontraron
' produccidén significativa de Aldo a partir de B y Qe
una forma menos polar de 18-OH-B, "“incubando" estos
' dos Ultimos esteroides en medio buffer sin tejido o
con tejido adrenal previamente hervido.
Por otro lado, en el mecanismo de aromatizacidn
del anillo A de los andrdégenos hacia estrdégenos
Fishman y Raju (104) y Hahn y Fishman (105) proponen
tres hidroxilaciones enzimdticas consecutivas en las

posiciones 19, 19 y 2 de A -4-androsteronediona; se

guidas de un mecanismo no enzimitico que finpalizar{a

de la aromatasa serfa la de producir estas tres hi-
droxilaciones (las cuales también han sido probadas
por otros autores (106)), no interviniendo la enzi-
ma en el paso final de aromatizacidn (deslocaliza-
cidn de electrones en el anillo A). De esta forma,
los mismos autores explican que la enzima no sea
inhibida por estrdégenos ya que €stos no serfan sus
productos metabdlicos. Sobre el mismo camino bio-

sintético, otros autores (107) difieren en la po-

I en la produccién de estrona. De esta forma la funcién
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sicidn de la dltima hidroxilacidn, pero también ad-
miten un mecanismo espontdnec para el reordenamien-
to final que concluya en la aromatizacidén del anillo

A.
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IX) EFECTOS DEL ACTH SOBRE LA ALDOSTERONOGENESIS.

Son ktien conocidos los efectos tréficos y glucocor-
ticoidogénicos de la ACTH sobre los diversos sistemas en-
zimdticos de la corteza suprarrenal y el papel que cakte
tanto al AMP ciclico como a proteinas inducidas de re-
cambio rdpido como intermedios de cada uno de estos efec-
tos. Véase por ejemplo Garren y col. (108) y ademds (109)
(110) (11l1).

En cambio, el efecto de la trofina sobre la biosin-
tesis de la Aldo a partir de B y el también postulado de
la Aldo a partir de 18-0OH-BOC es objeto de publicaciones
aparentemente contradictorias de las cuales no resulta
fdcil sacar conclusiones vilidas.

Algunos tratajos encuentran estimulacién de Aldo a
partir Qe B (112) (113) (114) (115) (116), otres inhibi-
ciones (117) (118) (119) (120) (121) (79); siendo una de
las pocas conclusiones claras las que se refieren a la
respuesta bifdsica ottenida en el humano por tratamiento
prolongado con ACTH: primero la trofina estimula y luego
inhibe esta secrecidén. (Ver por ejemplo (122)).

Quiz4s debamos buscar en esta observacidén clinica
la clase de algunas contradicciones aparentes.

Una de sus causas podrfa ser los momentos medidos
por los distintos autores: estimulacién encuentran aqué-
llos que miden respuestas rdpidas e inhibicién los que

miden respuestas en la fase crénica. La otra diferencia
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de los mocdelos experimentales se refiere a las concentra-
cliones empleadas: inhibicidn con altas dosis, estimulacidn
con bajas dosis.

El modelo utilizado: una revisidén critica Qe la 1li-
teratura demuestra que aparentemente las prepafaciones
mds complejas exhiten inhibicién mientras que los siste-
mas purificados de glomerulosa exhiben, al menos en sus
fases mds agudas, estimulacidn.

Y finalmente tiene importancia la especie elegida
ya que la rata parece ser mis sensible al efecto inhibi-
torio que otras especies mamfiferas.

Una "review" reciente de este grupo (22) trata de
sistematizar las revisiones crfticas de todos estos tra-
bajos y postula que el efecto inhibitorio y estimulador
coexisten pero que el predominio de uno u otro se hallan
determinados por factores tades como concentracidn de tro
fina, complejidad del sistema y duracidn del tratamiento,
siendo las especies no 17 hidroxilantes mds sensibles al
efecto inhibidor que las 17 hidroxilantes.

Hasta qué punto estos efectos opuestos se hallan
bajo el control alternativo de fosforilaciones y defos-
forilaciones de estos sistemas enzimdticos (123) no estd
adn aclarado y no forma parte de la temdtica de esta te-

sis.

Otros trabajos muy recientes (124) parecen haker
demostrado que un cierto numero de genes adrenocorticales

son regulados negativamente por ACTH.
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A este cuadro confuso se suma el interrogante del
efecto troffnico sobre los dos pasos de la 18-metiloxi-
dacidn. Hay algunas evidencias que indicarfan que tanto
"“in vivo" como "in vitro" la ACTH sdlo estimula (125)
(126), pero no inhibe, la formacidn Qe 18-OH-B a partir
de B; o sea la primera metil-oxidasa, lo cual significa-
rfa que el efecto inhibitorio ocurre de algin modo entre
18-OH-B y Aldo.

Esta dltima propuesta serd discutida mds a fondo

a la luz de los resultados de la presente tesis.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Lo que antecede constituye una puesta al dfa del
proklema de los pasos B a Aldo hasta la presente tesis,

Resumiendo: en una primera etapa se pudo comprokar
que el infermediario 18-0OH-B formaba, como consecuencia
de su estacionamiento en ciertos solventes orginicos, lo
que se crefa que era una forma udnica de baja polaridad y
que esta forma aparentemente artefactual era un precursor
relativamente eficaz de la Aldo (2) (5). En una segunda e
tapa se pudo comprobar que formas y derivados no polares
de la 18-OH-B podian obtenerse de varias maneras: solven-
tes orgdnicos neutros, solventes orginicos acidificados,
medio acuoso 4cido y que las formas y derivados menos po
lares resultantes eran miltiples. Se intentd§ en esta etapa
caracterizar a estas formas y seleccionar entre ellas bue-
nas precursoras (3) (6). Lo primero se consiguié a medias
postuldndose con los métodos disponibles en esa época va-<
rias estructuras alternativas posibles para algunos deri-
vados (6). Una cierta precursoriedad sélo se pudo estable-
cer para una de estaa formas que sélo exhibia una trans-
formacidn espontdnea (sin requerimiento de fuente enzimd-

tica) a Aldo (7).

Los objetivos de esta tesis macieron de las dudas

que planteaban estos resultados aislados:

PRIMERO: estudiar los metabolitos que se procducen al in-

cubar, bajo condiciones clisicas, 18-OH-B tritia
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SEGUNDO:

TERCERO:

da con suprarrenales.

haciendo todas las combinaciones posibles con
condiciones que abarcakan: 3 niveles de pH (uno
neutro y dos 4cidos), la presencia o la ausencia
de enzimas, la naturaleza del precursor {forma
de obtencidn) y la inclusidn o no de éste en 1li-
posomas cde grasa de tejido adrenal; cudntas y
cudles de estas condiciones resultarfan favora-
bles para una conversién de 18-OH-B a Aldo.

Como se apreciard la combinacidn de estas
condiciones constituyen una sistematizacidédn de
aquellas utilizadas en experimentos anteriores
que de alguna manera han demostrado contribuir
a la precursoriedad de la 18-OH-B. La eleccidn
de los niveles de pH no fue fortuita sino conse
cuencia de la que entre tanto se aprendid en la
literatura sobre pHs de organelas subcelulares.
La eleccidn de liposomas adrenales reemplazando
a los solventes orgdnicos utilizados en experi-
mentos anteriores fue consecuencia de la creciepn
te importancia que adquieren estas preparaciones
como simuladores de.fenémenos bioldgicos en in-

terfases.

en las condiciones que demostraron ser favorables,
cuiles eran las caracter{sticas fisico-quimicas

del o de los compuestos formados.




CUARTO:

QUINTO:

SEXTO:

SEPTIMO:

OCTAVO:

«h{«

la estructura definitiva de estos compuestos.

la precursoriedad de estas formas definitivamen
te identificadas, utilizando, en el caso de 18-

DAL, el compuesto sintético como sustrato.

si los mismos se encontrakan como eslabones in-
termedios entre B y Aldo y/o entre 18-OH-B (M)

y Aldo. Esto constituia la base para la postula
cién @e un camino metabdlico entre B y Aldo con

pasos enzimiticos y espontdneos.

distribucién subcelular "fina" (separando y con
siderando separadamente Matriz mitocondrial,
Membrana externa y Espacio intermembrana como

organelas) de las enzimas.

principio del estudio de la regulacidn de los

pasos involucrados en sexto.



MATERIALES

METODOS
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MATERTIALES Y METODOS

I) FORMAS MENOS POLARES DE LA 18-OH-B EN MEDIO HCl.

a) Su formacidn y andlisis por cromatograffa en papel

(C.p.).

Para obtener las formas menos polares de que
se hace referencia en la Introduccidédn para luego
ser ensayadas como precursores se siguid el método
utilizado por Aragonés y col. (6).

1 pci de 1,2-H-18-0H-B (52 Ci/mmol) en resi-
duo seco se suspendi$ en 0,2 ml de HCl 1072 N. Lue-
go de 10 minutos la suspensién se sembrd$ sobre pa-
pel Whatman N2 1 y se desarrolld cromatogrdficamen-
te en el sistema Bush 55 (Benceno + Metanol + Agua =
2 : 1 : 1). Finalizada la cromatograffa se detecta-
ron las zonas radiactivas por medio de radiocromato-
graffa (Radiocromatégrafo Packard, Modelo 7201). Se
eluy$ el material radiactivo correspondiente a cada
pico (3 veces con 4 ml de metanol cada vez). Sobre
alfcuotas de los extractos metandlicos obtenidos
de la elucidn se midid la radiactividad por medio
de centelleo liquido (Seccidédn IV de Materiales y
Métodos). Para la asignaciédn de los RM el cromato-
grama fue comparado con otro de 18-OH-B que se co-
rrié paralelamente. Los picos obtenidos fueron 5,

a saker: RM = 1: 4.33; 5.26; 6.33 y 7.18; es decir
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se obtuvieron 4 formas menos polares de 18-OH-B,

de acuerdo con Aragonés y colab. (6).

Su formacidn v andlisis por cromatograffa lfquida

de alta presidn.

Se caracterizaron tambidn por cromatograffia
1f{quida de alta presidén (CLAP) las formas menos po
lares cde la 18-OH-B. La preparacidn de la muestra
para analizar por CLAP fue realizada de la siguien-
te manera: se suspendieron 140 pg de 18-0OH-B radio-
inerte en HCl como se indicd anteriormente y a la
suspensidn se le efectuaron 3 extracciones con
C1,CH,. El extracto orgdnico total se dividié en
2 partes: A y B. El extracto A se llevd a seque-
dad (37¢9C; Nz) y se analizd inmediatamente por CLAP.
El extracto B se llevd a 1 ml (379C; Nz) y se agre-
gé 1,5 ml del solvente a usar en CLAP. Se continud
luego la evaporacidn hasta la eliminacidén total del
C12CH2 y la solucidn se analizd inmediatamente por
CLAP. En la Seccidn III de Materiales y Métodos se
detallan las condiciones de uso para CLAP.

El andlisis de las muestras A y B tuvo por
objetivo investigar si el pasaje cde la mezcla de
formas menos polares;de la 18-0OH-B por residuo se-
co (muestra A) alteréba los resultados posteriores
de Anflisis Cuantitativo. Este objetivo se entende

rd mejor a la luz Qe los estudios de reversibilicdad
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(Ver mds abajo punto d)) que indicaban que, en se-
quedad, algunas formas menos polares podfan rever
tir a la forma m&s polar de 18-OH-B (forma M, de
Ry, = 1).

En ambos casos (muestras A y B) se obtuvieron
S picos con los siguientes tiempos de retencidn (TR):
3,15; 3,40; 3,70; 4,85 y 6,05 min. (con Acetonitrilo:
H,0 (85 : 15) como fase mévil); y 4,15; 4,60; 4,80;

7,20 y 9,55 min. (con Metanol: HZO (70 : 30) como

fase mévil) siempre con un £flujo de 1 ml/min. Bajo

las mismas condiciones 18-DAL did,como T 3,40 min

RI
y 4,60 min respectivamente. Cada pico fue cuantifi-
cado contra una curva de calibraciédn efectuada con

Corticosterona.

Correlacidén entre CP y CLAP.

Por dltimo se procedi§ a correlacionar los
picos obtenidos por CP y CLAP. Con este fin se sus-
pendieron 100 pg de 1,2—3H-18-0H-B (Ae = 0,04 pcCi/ug)

2 N. La suspensién se tratd de la forma

en HCl 10~
antes indicada para la Muestra A de la CLAP, y el
material correspondiente a cada pico se colect$ se
gin las condiciones que nos aseguran el 100% de re
coleccidn segin los estucios llevados a cabo al res
pecto (Ver Materiaies y Métodos Seccidén III) (127).

Cada muestra recolectada se llevd a un pequeiio vo-

lumen (~ 0,3 ml) a temperatura ambiente, en dese-
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cador bajo vacfo , se sembrd sobre papel Whatman
N2 1 y se desarrolld en el sistema Bush Bg (73).
Las zonas radiactivas se revelaron por radiocroma-
togratffa, obteniéndose en cada caso un sélo pico
al cual se midié el Rf.
Conociendo los TR
efectud la correlacidén buscada.

y los Rf de cada pico,se

Estudios de reversibilidad de las formas menos po-

lares de la 18-OH-B,

Se estudid la reversibilidad de las distintas

formas menos polares cde la 18-OH-B bajo distintas

condiciones, a saber:

a) en residuo seco, bajo N,, Qurante 24 hs.

b) en residuo seco, bajo N,, durante 7 d{as.

en NH, 1,3 x 10-2 durante 24 hs.

2

c) 3 N, bajo N,,

en NH3 durante 7 dias.

a) 1,3 x 10°° N, bajo N,,

Con tal £in se preparéron, cromatografiaron,
detectaron y eluyeron con metanol las 4 formas menos
polares de la 18-OH-B como se indicé anteriormente.
Luego se separaron cada uno de los extractos meta-
ndlicos correspondientes a cada una de las formas
menos polares en 5 partes equivalentes al 8% del
total la primera (muestras LB) y al 23% cada una
de las 4 restantes (muestras L23). De esta manera
se obtuvieron 5 fracciones. Estas fracciones fue-

ron llevadas a sequedad (379C; N2). De los residuos
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secos obtenidos, 2 fracciones L23 de cada una de
las formas menos polares se dejaron a 279C en oscu

ridad, bajo N,, durante 1 dfa una de ellas (s;) vy

21
durante una semana la otra (Sz). A los otros dos
residuos secos provenientes de las otras 2 fraccio-
nes L,, se les agreg$ 0,5 ml de solucidn acuosa ce
NH3 0,013 N y se dejaron a 279C, en oscuridad, bajo
N,, agitdndolas ocasionalmente, durante 1 dia(Asl)

0 una semana (ASZ). Terminados los perfodos de tiempo
indicados en cada caso, las fracciones Sl Y 52 se
tomaron con CIZCH2 y se sembraron sobre papel Whatman
N2 1 para ser corridas luego en el sistema Bush B5
(73). Por otro lado las fracciones AS; y AS, se
neutralizaron con ClH y se llevaron a sequedad bajo
Ny, a 37eC y presién reducida. Los residuos secos
as{ obtenidos se tomaron con C12CH2 y se sembraron
sobre papel Whatman N2 1 para ser desgsarrollados
tambidn en el sistema Bush BS5. Paralelamente a las
cromatograffas de todas las muestras, se cromatogra-
£ié 18-0H-B-l,2-3H; una suspensién de ella en HCl
10-2 N y las muestras LB' con el £in de poder compa-
rar y asignar las zonas radiactivas de los cromato-

gramas provenientes de las muestras pertenecientes

al estudio de reversibilidad.

Los cromatogramas fueron radiocromatografia-
dos. Luego de medir el Rf el material de cada zona

radiactiva se eluyd con metanol y se mididé 1la




radiactividad por centelleo lfquicdo

e) Estudios estructurales.
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e.l) Espectros de Resonancia Magnética Nuclear:

El principal producto que se obtiene por sus-

pensidn de 18-OH-B en HCl 102 N, es el cde R,

4.33 en C.P. En mis manos este producto se for
mé en un 80%, siendo el obtenido por Aragonés
(6) Gde un 60%. Se encard, entonces, el estudio
de la estructura de tal compuesto por espectros-
copfa de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrdégeno (lH) y de Carbono-13 (13C): 1,1 mg Qe
18-OH-B-radioinerte (M) se disolvieron en Cl,CD

1

y se efectuaron los espectros de RMN de "H y de

13C. Luego se burbujearon vapores de Cloruro de

hidrégeno en la solucidn, y nuevamente se efec-
tuaron los espectros cde RMN de 1H y Ce 13C.

Como ya se habfa sugerido (6) que la for-
ma menos polar R, 4.33 podia consisti;, al me-
nos en partegn l8-Desoxialdosterona,se efectua-
ron también los espectros de RMN de 1y y Ce 13
de éste dltimo esteroide, el cual fue obtenido
por hidrélisis 4cida de 18-Desoxialdosterona-
-21-Acetato (Ver mds acdelante). Con tal fin
13 mg de l18-Desoxialdosterona se disolvieron
CD y luego se efectuaron los espectros

lH y de 13C, los cuales luego fue-

en Cl3

de RMN de
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ron comparados con los espectros anteriores.

Comparaciones Cromatogrdficas: El material ra-

dioinerte de los espectros de RMN, obtenido en
cada caso por evaporacidédn hasta sequedad, se
cromatografié sobre papel , en el sistema
Bush B35, y por CLAP en las condiciones usadas
para la separacidn de las distintas formas me-
nos polares de la 18-0H-B,

En ambos casos el material correspondien-
te al Rf o al TR, respectivamente, del producto
principal se eluyd (CP) o se colectd (CLAP). Ca
da fraccidn as{ obtenida se mezcld con una sus
pensidn de 1,2-3H-18-0H-B en HCl y se cromato-
grafié en papel, en el sistema Bush B5, y por
CLAP segun las condiciones anteriores. Se reve-
16 1la CP y la zona de mayor radiactividad coin
cidid con la de mayor absorcidn al UV. En la
CLAP se colectd, seguin las condiciones Sptimas
(127) ,el material correspondiente al pico de
mayor Absorbancia a 254 nm, y luego de llevar
a sequedad por evaporacidén del solvente,se mi-
dié la radiactividad. Con estas dltimas croma-
tograffas de los materiales a los que se les
efectuaron los espectros de RMN, se pudo esta-
blecer que por agregado a 18-OH-B de vapores

de Cloruro cde hidrdgeno se formd sobre todo un
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compuesto con propiedades cromatogrdficas igua-
les al denominado RM 4.33 y cuyos espectros e-

ran iguales a 10s de 18-Desoxialdosterona.

Por dltimo, con el fin de ver si el derivado
menos polar de la 18-OH-B RM 4.33 se formaba
gracias al medio dcido debido al HCl o si, en
cambio, las causas eran concentraciones idni-
cas o aumento de la polaridad del medio; o sea,
en otras palabras, para ver si en la reaccién
de pasaje de M a RM 4.33 intervenfa quimicamen-
te el H' y en ddnde, se repitid la formacidn de
RM 4,33 a partir de M radioinerte disuelta en
Cl3CD, por agregado de DCl, y se efectuaron
inmediatamente los espectros de RMN, Como es
bien sabido el D' tiene constantes especificas
de velocidad menores que el nt y as{ viendo,
por los espectros de RMN, la velocidad de for-
macién del derivado menos polar RM 4.33, se po
dr{a obtener respuesta a la finalidad plantea-
da.

Los espectros de RMN delﬂ se realizaron
a 300 MHz en un Bruker WB-300., Los espectros
de RMN de.l3c se realizaron a 75 MHz en un
Bruker WB-300 o a 25.2 MHz en un Varian!XL-lOO—ls
operando en el modo de la Transformada de Fourier

(FT-modo) con desacoplamiento de lH.
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e.4) Obtencidn de 18-Desoxialdosterona radioinerte

a partir de 18-Desoxialdosterona-2l-Acetato:

18 mg de 18-Desoxialcdosterona-2l-Acetato se di
solvieron en 0,26 ml de cloruro de metileno y
0,83 ml de metanol. A esta solucién se le agre
garon 0,18 ml de HC1 8 N (0,12 ml de HCl concen
trado mds 0,06 ml de agua).

La mezcla final se agité§ vigorosamente
durante 44 horas y luego se diluyd con cloruro
de metileno. La capa orgdnica se separd; se lavé

con NaHCO. (solucidn acuosa saturada) y agua;

3
y finalmente se secd con SO4Mg. El extracto
orgdnico se evapord a sequedad, obteniéndose
18-Desoxialdosterona cromatogrdficamente pura

(TLC y HPTLC).



e e B BN I B O B R OO’

H4=

II) FORMA MENOS POLAR DE LA ALDOSTERONA EN MEDIO HCl.

a) Su formacidn.

0,04 pCi cde Aldosterona-4-l4c (Ae=52 mCi/mmol)

2 N (0.1

en residuo seco se suspendieron en HCl 10~
ml) durante 5 minutos. Luego la suspensién se sembré
sokre papel Whatman N2 1 y se cromatografié en el
sistema Bush 35 (73). E1l1 cromatograma se reveld por
radiocromatograff{a y se obtuvieron dos picos: uno
correspondiente a Aldosterona (Rf = 0,31) y otro de
Rf = 0,92, que se denomind forma menos polar de la
Aldosterona (FMPA), Este ultimo compuesto se eluyd
con Metanol (3 veces con 3 ml cada vez), y el extrac-
to metandlico se llevd a sequedad bajo N, a 37eC. El
residuo seco se sembrd sobre papel Whatman N2 1 y se
cromatografid en el sistema Bush A. El revelado por
radiocromatograff{a evidencid 1 pico de Rf = 0,13. El
material radiactivo se eluyd con Metanol, se llevd

a residuo seco a 379C baj o NZ'y se sembré sobre pa-
pel Whatman N2 1 para ser corrido en el sistema CyDiI
(128). El cromatograma obtenido se reveld por radio-
cromatogratfa, evidenciindose asf un sélo pico de

Rf = 0,78. Se eluyd el material radiactivo corres-
pondiente a esta dltima zona y el extracto metané-
lico obtenido se traté durante 20 hs a 282C con

0.1 ml @e Piridina y 0,1 ml de Anhfdrido Acético.

Transcurrido el tiempo indicado se agregé 1 ml de
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Metanol, se agité, y luego de 10 minutos se 1llevd
a sequedad a 372C kajo NZ' El residuo seco se sembrd
sobre papel Whatman N2 1 y se desarrolld cromats-
grificamente en el sgsistema CyDi I. El revelado por

radiocromatograff{a evidencid 1 sdlo pico a Rf= 0,96.

Estudios de reversibilidad de la forma menos polar

de la Aldosterona.

Se estudid reversibilidad de la FMPA ob-
tenida en medio dcido clorhfdrico, bajo las siguien
tes condiciones:

1) en residuo seco, bajo N,, durante 24 hs.
2) en residuo seco, bajo N,, durante 7 df{as.

1,3 x 1072 N, bajo N, durante 24 hs.
2

3) en NH3

4) en NH; 1,3 x 10" N, bajo N, durante 7 dfas.

Con tal fin se prepard la forma menos polar
de Aldosterona a partir de Aldosterona-l4c y HCL,
se separd cromatogrdficamente de Aldosterona, y se
eluyd con Metanol, de la forma indicada en la sec-
cidn anterior. El extracto metandlico obtenicdo se
dividid en 4 alfcuotas cde voluimenes iguales y caca
una se llevd a sequedad. Dos de ellas fueron guar-
dadas en atmdsfera de N,, durante 24 hs y 7 dfas res

pectivamente, a 289C, en oscuridad. A las dos res-

tantes se agregé 0,5 ml de NH3 1,3 x 1072 N y se de-

jaron a 282C, en oscuridad bajo N2' agitando ocasio-

nalmente, durante 24 hs y 7 df{as respectivamente.
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Transcurridos los tiempos indicados en cada
caso las fracciones en residuo seco se sembraron
sobre papel Whatman N2 1 y se desarrollaron croma-
togrdficamente en el sistema Bush Bg. Por otro la-
do las fracciones mantenicdas en NH3 se neutraliza-
ron con HCl y se llevaron a sequedad bajo Nz,a 37¢eC.
Los residuos secos obtenidos se sembraron y trataron
como antes. Paralelamente a las cromatograffas indi
cadas se corrié una mezcla Qe Aldosterona-l4c + HC1

1072 N,

Estudios de formacidén de la forma menos polar de

Aldosterona en HCl, con distintas cantidades de

reactivo.

Con el objeto de poder estudiar la existencia
de alguna relacidén entre las cantidades de reactivo
y de producto en la reaccién de formacidn, a partir
de Aldosterona, de su forma menos polar, se disol-
vieron cantidades creéientes de Aldosterona-l4c
(Ae = 57 mCi/mmol), descde 5 hasta 30,8 nmoles, en

2

0.1 ml de HC1 10°° N. Luego de 5 minutos la suspen

sién se sembrd sobre papel Whatman N2 1 y se desa-
rrolld cromatogrdficamente en el sistema Bush Bs.

El cromatograma obtenido se revel$ por radiocroma-
tograffa y el material radiactivo correspondiente
a los dos picos obtenidos (Aldosterona remanente y

su forma menos polar) se eluy$ con Metanol (4 veces
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con 3 ml de Metanol cada vez). De los extractos me
tandlicos se tomaron alfcuotas en las que se midid
la radiactividad por centelleo lfquido. Luego se
graficaron los valores de radiactividad debida a
la Aldo remanente (X) con los de la forma menos
polar de la Aldo (Y). As{ se represent§ Y vs X e

Y2 vs X,

Estudios estructurales sobre la forma menos polar

de la Aldosterona.

dl) Resonancia Magnética Nuclear.

25 mg de Aldosterona radioinerte se disolvieron
en 0,4 ml de hexadeuterometilsulfédxido. Luego se
burbtujearon vapores de HCl a través de la solucién.

La muestra as{ preparada se analizé por RMN
de 13C 1% lH directamente. Los espectros mostraron
la presencia de varias formas en equilibrio, con
senales muy anchas.

Entonces se procedid a aislar de la solucidn
de derivado menos polar de la Aldosterona de la si
guiente manera: se diluyé la solucidén con agua, y
se extrajo 4 veces con C12CH2. El extracto orgdnico
se llevd a sequecdad bajo NZ' a 379C; y el residuo
seco as{ obtenido se analizd por placa delgada sobre
s{lica gel usando benceno: acetato de etilo (2 : 1)
y hexano: acetona (5 : 4) como fases méviles. As{

se pudo establecer que se trataba de una mezcla de
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dos compuestos, los cuales se separaron por CLAP,

En la CLAP se usdé una columna Alltech R-Sil C HL

18
10 pm column (500 x 10 mm) con Metanol: H,0 (70 :
30) como eluyente, a un £flujo de 4 ml/min. En el
cromatograma obtenido por anilisis continuo del
elufdo (Indice de refraccién) se evidenciaron dos
picos uno de los cuales (Volumen de Retencidn = 46
ml), el correspondiente a la FMPA, se colectd, se
evapor$ el solvente a 379C a presidn reducida, y
el sélido seco obtenido se usé para andlisis por
RMN. Al igual que antes el material se disolvid en
hexadeuterometilsulféxido y la solucidn se analizé
por RMN Qe 13C Yy lH.

Los espectros de RMN, en ambos casos, se mi-
dieron a 100 MHz para lH y 25.2 MHz para 13C, en

un espectrdémetro Varian XL-100-15 operando en el

modo de la Transformada de Fourier (FT-M).

dz) Espectrometrfa de Masas.
La FMPA se analizdé también por EM.

Con este fin se prepard dicho compuesto
a partir de Aldo + HCl y se separé por CLAP como
se indicd antes en el estudio por RMN.

La FMPA as{ obtenida se sometid a andli-
sis por EM;de dos maneras: tal cual (o sea sin cde-
rivatizar) y derivatizada (trimetil sililada). Pa-

ra é€sto dlitmo, 3 mg de Aldosterona-radioinerte se
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disolvieron en 0,05 ml de piridina y 0,2 ml ée
BSTFA (bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida) de-
jdndose la solucidn 3 hs a 259C. Los productos se
extrajeron con CIZCH2 y el extracto orgdnico se la
vé una vez con HZSO4 1 My 2 veces con HZO’ Luego
se lo secé sobre Na,S0, (77)(129).

Los espectros de masa se registraron a 70 eV
en un espectrdmetro de masas Varian Mat CH- 7 A;

habiéndose colocado las muestras directamente.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION,

La CLAP se utilizd de acuerdo a los siguientes

modos y finalicdades:

a) CLAP Analftica: para determinar los TR de las for-

mas menos polares de la 18-OH-B y de la Aldo.

b) CLAP Preparativa: para separar la Aldosterona de

su forma menos polar, la cual luego se usé en estu-

dios estructurales por RMN y EM.

a) CLAP Analftica.

1) Generalidades: para la CLAP Analftica se usé

un equipo Waters Associates (Milford, Mass., U.S.A.)
equipado con un sistema propulsor de solventes mode-
lo 6000 A, un inyector modelo U6K, un detector con-
tinuo de absorbancia modelo 440 (detector de longi-
tud de onda fija) para monitorear el efluente a

254 nm, y un registrador Omni Scribe modelo B-5117-1,
de una sola pluma,

Las columnas de Acero Inoxidable de 300 mm de
largo x 3,9 mm de didmetro interno contenfan como
relleno partficulas de sflica unidas con octadecasi-
lano (130;131) (u-Bondapak C-18) por lo cual las

corridas cromatograficas resultaron de fase reversa

(130:131).

Antes de las detgerminaciones, la columna se

limpid con HZO y metanol sucesivamente. Durante el
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lavado con metanol, se inyectd 3 veces 1 ml de dimetil
sulfédxido (DMSO).

La eficiencia de la columna fue chequeada por
la constancia, durante las determinaciones, de los
pardmetros altura reducida de un plato tedrico, ve-
locidad reducida y resistencia de la columna (132 ;

133y 134),

2) Solventes: Acetonitrilo fue de Carlec Erba, gra
do RPE. Metanol Carlo Erba, grado AR, se redestild
antes de su uso. Agua fue destilada dos veces sobre
vidrio.

Todos los solventes se filtraron a través de
filtros Millipore (Tipo HA de tamafio de poro 0,45 Um
para agua; y Tipo FH de tamano de poro 0,5 Um para

los otros).

3) Elucidn Isocrdtica: Una fase mévil para la ma-

vyorfa de los esteroides, consistente en Metanol-Hzo
(70:30) (135 ) se usé en las pruebas de eficiencia de
la columpa, las determinaciones del Rc (Retardo de
Coleccidn, Ver mds adelante), en las curvas de cali-
bracidn para la cuantificacidén de esteroides y en
sus determinaciones cuanti y cualitativas.
La fase mévil Acetonitrilo-H,0 (85:15) se usé
también en las determinaciones cuanti y cualitativas.
Las muestras se disolvieron en las mismas fa-

ses méviles en las que iban a ser cromatografiadas.
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4) Elucidén por Gradiente: Las determinaciones ana-

1{ticas también se efectuaron usando gradientes de
elucién de Metanol-Agua y de Acetonitrilo-Agua, disol
viéndose la muestra en el solvente orgdnico de cada
fase. Como no se dispuso de equipos comerciales para
la produccidn de gradientes de elucidn: &stos se rea-

lizaron de la siguiente manera (136 ),

4 A) Dispositivo NQ 1 para producir Gradiente de

Elucidn: En la Figura NQ 18 se halla representado un
dispositivo empleado, el cual es ampliamente usado en
cromatograffa en columna. Este consistid bdsicamente
en 2 frascos comunicantes A y B de secciones conven--
cionales adecuadas que contienen respectivamente los
solventes Sa y Sb. Al bombear al cromatdégrafo el sol-
vente contenido en B con flujo F2, se produce una di-
ferencia de nivel entre los vasos que origina un £flu-
jo F1 de Sa hacia B donde forma con Sb el solvente de
elucién S (a, b); prsduciendo un gradiente regulable

de concentraciones.

4 B) Dispositivo NQ 2 para producir Gradiente de

Elucidn: En la Figura NQ 18 se halla representado el

segundo dispositivo usado, cuyo fundamento es obvio,
consistente en 2 recipientes A y B, del primero de los
cuales, colocado a altura h respecto a B, fluye S;

con flujo F1 hacia B. En éste forma con Sb la solu-

cién eluyente S (a, b) cuyo flujo F2 hacia el croma-
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1 Rl
A
S (a)
- F1 Kh
) F2
Fy 1 h K=3,9x 1077 ml
cm x min
]
s (a,b) pme— CLAP
Fa

Figura 18: Dispositivos empleados para producir gradientes

de elucidn. Ver el texto.
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tégrafo es determinado por su bomba de aspiracidén.

4 C) Modelo Matemdtico de los Dispositivos para

Gradientes de Elucidn: El modelo matemdtico usacdo

es una variante del desarrollado por Cherkin (137).
S1 se fienen dos recipientes A y B con £flujos

Fl desde A hacia B y F2 desde B hacia el exterior

del dispositivo, habiendo inicialmente solvente Sa

en Ay Sb en B (Figura 18) se puede escribir.

-FZ vV dt

av  _

Vo + (Fl - Fz) t

donde V = volumen de Sb en B al tiempo t.

V°= volumen de Sb en B al tiempo t = o.

er

1l Caso: Resolviendo la ecuacidn diferencial para

Fl # F2 queda:

v = Vo (Vo + (E‘1 - Fz)t)

donde 0 =

Denotando luego como PB Y Pg a las proporcio-

nes de B en S (a,b) a los tiempos t y t=o0 respecti-

vamente, resulta:

1-6 o-1

P =P Vo (Vo + (Fl - Fz) t)
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Esta expresidn para © = 2 queda:

o
FZ PB t

2 Vo

O sea un gradiente lineal.

De la misma forma, para 6 = i se obtendrid un

2
gradiente cuadrdtico, y as{ sucesivamente.

2do0. Caso: Resolviendo la ecuacién diferencial ante-

rior para Pl = Fz (o sea & = 1) queda:

F
- 2 t
v
o
V=V° e
y finalmente
- E .
\"
o
o
PB = PB e

0 sea un gradiente exponencial.

Como coanclusidn puede decirse entonces que re-
gulando el valor de © se obtienen los distintos tipos
de gradiente de elucidn.

Es muy importante sefialar que todas las ecua-
ciones finales obeenidas son vélidas:solamente cuan
do F, es constante. Esta condicidn es:estrictamente
cumplida en el caso aplicado aquf ya que ese flujo

es fijado por el cromatégrafo de CLAP.
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4-D) Cémo se logra regular e en los 2 dispositi-

vos usados para la obtencidn de gradientes de elu-

cidn.

Para el Dispositivo N2 1 (Figura 18 ), se

puede ver ficilmente que:

Entonces para regular 6, basta con regular

el cociente R_ / RA. En nuestro caso:

B

Para Gradiente Lineal.

(recipientes iguales)

Para Gradiente Exponencial.

(Tedrico) (prdctica)

Para el dispositivo N2 2 (Figura 18 ) se puede ver
que:

F = K h

donde K es una constante para

una seccidn dada de salida de F,,
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En nuestro caso K se determind experimental-
mente midiendo Fl para distintos valores de h.

Luego:

Entonces, el valor de © es f£ijado regulando h
ya que Fz es el flujo constante dado por el cromatd-

grafo.

4 E) Comprobacién Experimental del Gradiente de

Eluciédn: Para ambos dispositivos de formacidn de gra
diente de elucidn, €ste se comprobd colocando metanol
como Sb y una solucidn metandlica de rojo sud@dn como
Sa. Al monitorear la Absorbancia del efluente a 405nm
se obtuvo un cromatograma que resultd ser la grdfica
de "concentracidn de rcjo Suddn vs. tiempo" ésto es
el grifico del gradiente de elucidn, el cual coinci-

dié exactamente con la prediccidédn del modelo matem&-

tico.

5) Flujos:Flujos de 0,2 ml/min se usaron para la

coleccidn de las distintas fracciones. El flujo de
1 ml/min se usé para las determinaciones analfiticas.
El RC (Ver mds adelante) se determind para los

flujos de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 3,0 ml/min.

6) Procedimiento: Las muestras preparadas como se

indicd anteriormente (Secciones I y II) se inyectaron
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Figura 19:

2. 6 10

Cromatograma de las formas menos polares de
18-0OH-B oktenido por CLAP usando fase mdvil
isocrdtica Metanol: Aqua (70:30), Flujo 1 ml/min,

y demds condiciones como se indica en Materiales

y Métodos.
A B
3 H Figura 20: zona recolec-
T H
tada de cada pico,
dpm,
ALks. P
Rc l Figura 21: determinacidn
A |
/ ‘\ I de Rc como el intervalo
/ \ | entre el cromatograma cel
R W |
"JL registrador ¢ ) v el
tiempo

grdfico dpm-vs-£fracciin
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en el cromatégrafo. La Figura 19 muestra un cromato-
grama ti{pico obtenido. El cromatograma luego se alar-
g8 (mediante el aumento de la velocidad del registra-
dor manteniendo el flujo de elucidn constante) y el
material correspondiente a cada pico se recolectd,
luego de tener determinado el Rc (Ver m&s adelante).
Cada pico se colectd como se indica en la Figura 20
desde A hasfa B. La pureza de cada fraccidn se deter-
miné por recromatograffa sucesiva de esta fraccién

en 5 fases mdviles diferentes (Tabla 1 ) obteniéndo-
se siempre un sélo pico. Cuando las muestras cromato-
grafiadas se usaron luego para cromatograffa en pa-
pel no se realizaron las recromatografias recién in-

dicadas.

7) Estudios sobre dptima recuperacidn: Con el £in de

recolectar solamente el material correspondiente a cada
pico obtenido (sin perder radiactividad de la muestra
y sin recolectar sélo fase mévil que aumentarfa inne-
cesariamente el volumen :de cada fraccidén colectada
dificultando el andlisis posterior por cromatogratia

en papel)se hizo necesario determinar tan precisamente
como fuera posible el intervalo de tiempo entre la
sefial del registrador y la salida del efluente co-
rrespondiente. A dicho tiempo lo denominamos Rc

0 Retardo de Coleccidén. Esta determinacién es

importante cuando se trabaja con equipos no automati




Fase M48vil Indice de Polaridad
Metanol 6,6
Metanol-Agua (50:50) 7,8
Metanol-Agua (70:30) 7,3
Acetonitrilo | 6,2
Acetonitrilo-Agua (85:15) 6,6

Fases méviles usadas en CLAP para la determinacidén de la
pureza de fracciones recolectadas. Ixy= Vx Ix + Vy Iy,
donde Ixy= Indice de polaridad; Vx y Vy son las fraccio-
nes volumétricas de los componentes x e y de la fase mé-
vil: Ix y Iy {ndices de polaridad de los componentes x

e y de la fase mévil (127).
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zados, como ocurrid en este caso.

7 A) Determinacidn del Rc: Usando un flujo de 0,1

ml/min., el Rc se determind inyectando en el cromatd
grafo Corticosterona-l4c (0,02 UCL en 20 Ul), y colec
tando luego el efluente en fracciones cada 5 segundos
entre la aparicidn Qe la sefial en el registrador (o
detector) (AS) y el fin de tal senal (FS) mds cinco
minutos. La radiactividad se conté en cada fraccién
por centelleo lfquido y el grifico de "é@pm vs frac-
ciones" se superpuso al cromatograma del detector.
Como puede verse en la Figura 21 el Rc es igual al
intervalo entre ambos grdficos. Para minimizar
errores, la velocidad del registrador se expandid a
12.5 cm/min.

Luego se calculd una constante K igual a

Como Rc resulté 228 ¥ 0.05sequndos; se obtuvo

K = 0,38 ml

Por dltimo el Rc se determind para cada flujo

(0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0y 3,0 ml/min), de

’

acuerdo a
K

flujo

K es caracter{stica para cada aparato y debe
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ser definida como el volumen muerto entre la sefal
del detector y el dispositivo de salida de flujo.
Consecuentemente Rc es el tiempo necesario para que
una porcidén ideal de fase mdévil avance através del
volumen K a una dada velocidad de flujo.

También se ensayaron otros 2 métodos alterna-
tivos para la determinacidn del Rc, los cuales se in
dican en la Referencia (127),

7 B) Recuperacidn Cuantitativa: A distintos flujos
14

(Tabla 2 ) se inyectaron muestras de C-Corticoste-
rona (0,02 PCi en 20 Pl) y se recolectaron usando los

Rc calculados como se indicd en la Seccidn anterior.

b) CLAP Preparativa.

1) Generalidades: Para este tipo de CLAP, usada

en la separacién de Aldosterona de su forma menos po
lar,se usé un equipo MICROMERITICS equipado con un
;istema propulsor de solventes modelo 750, un inyec-
tor manual modelo 730 con un "loop" de 1 ml; y un
detector de fndice de refraccidn para monitorear el

efluente.

Las columnas usadas fueron de 500 mm de longi-
tud x 10 mm Qe didmetro interno, rellenas con fase
reversa (Alltech R-S5il1l C-18 HL 10 Pm).

2) Fase M8vil: La fase médvil usada fue Metanol-Hzo

(70:30), y fue preparada con los mismos solventes de

CLAP ANALITICA.
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Flujo Rc dpm dpm %
(ml/min) (seg.) Agregadas Recuperadas
0.1 228 44600 44600 100
0.2 114 44600 44600 100
0.5 45,6 44600 44600 100
1.0 22.8 44600 44511 99.8
1.5 15.2 44600 44422 99.6
2.0 11.4 44600 44332 99.4
3.0 7.6 44600 44243 99,2
Recuperaciones de patrones (0,02 pCi en 20 pl de 14C-B)

obtenidas cuando el Rc se calculd como en Estudios sobre

dptima recuperacién.




Se usé un flujo de 4 ml/min.

3) Flujo:
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IV) GENERALIDADES METODOLOGICAS COMUNES A LOS EXPERIMENTOS

DE INCUBACION DE ADRENALES DE RATA.

@) Animales.
Se usaron ratas macho entre 200 ; 300 grs.
de la cepa CHBB-Thom pertenecientes al bioterio
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de

la Universidad de Buenos Aires.

b) Obtencidn, preparacién y tratamiento del tejido.

Las ratas fueron decapitadas e inmediatamen-
te se extrajeron las adrenales a las que, sobre hie-
lo, se les quitd el tejido graso adherido. Las adre
nales obtenidas fueron tratadas de una de las dos
maneras siguientes:

1) Para Incubaciones de cuartos de adrenales:
las glidndulas se cuartearon y los cuartos se reunie
ron en grupos de peso requerido, teniendo en cuenta
condiciones de muestreo que aseguren equivalencia

entre los distintos grupos (138).

2) Para Incubaciones de homogenatos de adre-

nales: las glidndulas se pesaron, se cuartearon; y
los cuartos se homogeinizaron en el buffer adecua-

do en la relacidn 200 mg de tejido/ 1 ml de buffer.

En ambos casos los medios biolégicos fueron
mantenidos en bafic de hielo (42C) hasta el momento

de comenzar la incubacién.
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c) Soluciones buffer.

Las composiciones de las soluciones buffer
variaron de acuerdo al valor de pH y al modo de
preparacién de las adrenales (cuartos u homoge-
natos). Independientemente de estas dos condicip

nes las soluciones buffers tenfan:

NaCl 130 mM
ClK 5,2 mM
C12Ca 2,6 mM
SO4Mg 1,3 mM
Glucosa 11 mM

Ademds, para cada condicidn, la composicidn
era: Para Incubaciones con cuartos de adrenales:
pH = 7,4 : buffer Hcog / CO;H, 13,5 mM
Co0~ / CH

4,8 : buffer CH COOH 13,5 mM

pH 3 3

3,3 : buffer PO,H, / P04H3 13,5 mM

pH
Para Incubaciones con Homogenatos de adre-

nales:

buffer Tris-HC1l 13,5 mM

i
~J
-
>
.o

pH
pH = 4,8 : buffer ca3coo‘ / CH4CO0H 13,5 mM

En todos los casos la fuerza idnica fue

de 0,57 moles1/2,

@) Condiciones de las incubaciones.

Excepto en los casos indicados expresamente
las incubaciones fueron realizadas en vasos de vi

drio neutro Schott & Gen-Mainz de 10 ml de capaci




e)

dad, en un incubador metabélico Dubnoff con agi
tacidén, a 379C, bajo atmdsfera de carbdgeno

(O2 : CO, (95 : 5)). E1 volumen de los incubados

2

fue de 2 ml.

Disoslucidn de los precursores.,

Los esteroides usados,disueltos en tolueno
+ etanol (9 + l)tanto radiactivos como radio-
inertes, se pipetearon en los vasos de incuba-
cién y se llevaron a sequedad bajo N2 a tempera
tura ambiente. El residuo seco se tomd con 4 go
tas de CHZCIZ y 2 gotas cde propilenglicol. Luego
se evapord el CH2C12 bajo N2 a temperatura ambien-
te, con 1o que el esteroide quedaba disuelto en
el propilenglicol (PG). En el caso de usar homgo
genatos como medio biolégico, a la suspensidn
del esteroide en PG, se le agregaba directamente
el volumen de homogenato correspondiente! el
cual se hallaba ya en el buffer adecuado. Cuando
el medio bioldgico consistid en cuartos de adre
nales se agregaba el medio buffer al PG, y se
colocaban los vasos en el incubador a 372C bajo
carbédgeno durante 30 minutos. Cumplido este
tiempo se agregaban los cuartos de adrenales a
cada vasoc de incubacién.

Como método alternativo, los esteroides se

dejaron en residuo seco en los vasos de incuba-
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cién, y sobre ellos se agregaron: o bien el bu-
ffer (30 minutos antes de agregar el medio bio-
18gico) o bien los medios bioldgicos directamen

te.

£) Agregados de otros compuestos a las incubaciones.

En casos particulares se agregaron otros
compuestos a los medios de incubacidn: a) mala-
to, NADPY y NADPH (Seccidn X de Materiales y M&-
todos) y b) ACTH (SecciénXIII). Los compuestos del
caso a) se disolvieron en los buffers; y la ACTH

se agregd$ directamente al medio de incubacién.

g) Tratamiento de los incubados.

Una vez finalizado el tiempo de incubacidén
requerido en cada experimento los incubados se
trataron de la siguiente manera:

1) Incubaciones con cuartos de adrenales:

El sobrenadante se volcd sobre 1 ml de Cl,CH, y
se extrajo 3 veces con 5 ml cde C12CH2 por vez.
El tejido adrenal de cada vaso de incubacién fue
homogeinizado con 2 ml de etanol al 20% en agua,
y el homogenato obtenido se extrajo 3 veces con
5 ml de ClZCH2 por vez. Los extractos clorurome-
tiléni?os provenientes del sobrenadante y del
tejido se juntaron; se llevaron a 10 ml a 37¢eC
bajo Nz, y se le agregaron 0,02 pCi de Aldoste-

rona-4-l4c como trazador Qe pérdidas.
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2) Incubaciones con homogenatos: Una vez

finalizada la incubacién el incubado se extrajo
directamente con CIZCH2 de la forma indicacda

para el sobrenadante de las Incubaciones con cuar
tos de adrenales. El extracto clorurometilénico
se llevé a 10 ml con N, a 379C y se le agregaron
0,02 pci de Aldosterona-4-l4c como trazador de

pérdidas,

Cuando se querfa medir la cantidad de 1la
FMPA que se formaba en la incubacidn, tambidén se
agregaba como trazador FMPA-14C obtenida a par-
tir de Aldosteron;-4-l4c como se indica en la
Seccién II. El extracto, con los trazadores, se
denomind extracto inicial (EI). Luego del agre-
gado de los trazadores se tomd una alfcuota del
2% de EI para medir la radiacti@idad de 3H y de
14C. Luego se llevé a sequedad (379C; NZ) el res
to del extracto orgdnico. Cuando B era usada como
precursor, el residuo seco obtenido se cromato-
grafié primero en el sistema TPG. La metodologia
empleada se detalla mis adelante.

En cambio, cuando los precursores fueron
18-OH-B y MAC el residuo seco se sembrd sobre
papel Whatman N2 1 y se desarrollé cromatogrifi-

camente en el sistema Bush B5. El1 cromatograma

se reveld por radiocromatograffa, y se evidencia
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h)

ron 6 picos con los siguientes Rfsg: 0,12; 0,31;
0,52; 0,63; 0,75 y 0,93:

el pico de Rf = 0,12 coincide con la movi-
lidad de 18-0OH-B:

el de Rf = 0,31 con la movilidad de Aldos-
terona;

y los de Rf 0,52; 0,63; 0,75 y 0,93 con 1los
correspondientes a las 4 formas menos polares de
la 18-OH-B obtenidas también quimicamente a partir
de 18-OH-B con HCl.

El material correspondiente a estos picos
fue cuantificado (para Aldosterona) o bien semi-
cuantificados segin las técnicas que luego se de:

tallan.

Determinacidn cuantitativa de Aldosterona tritiada.

Para la determinacidén cuantitativa de Al-
dosterona tritiada (Al@o-3H) se siguid la técnica
descripta por Kliman y Peterson (128). Esta puede

dividirse en 4 etapas.

19 etapa: Obtencidén de Aldo impura,

En el cromatograma proveniente
del sistema Bush BS5, como ya se indicé recién,
eran detectadas 6 zonas radiactivas, una de las
cuales correspondfa a la movilidad de Aldo:

RE = 0,31. Esta zona, denominada Aldo impura (Al-

do-I) se eluyd con metanol (3 veces con 3 ml cada
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vez). Se tomé luego una alfcuota del 5% del ex-
tracto metandlico con el fin de medir la radiac-

tividad en 3H Yy 14C.

292 etapa: Obtsncién del derivado diacetila-

do (Figura 22),

El extracto metandlico remanente
de Aldo-I se llevd a sequedad (379C; Nz) y se
tratd el residuo con 0,2 ml de Piridina y 0,2
ml de Anhfdrido acético. Se agitd la mezcla y
se mantuvo en oscuridad a 302C durante 20 hs.

Se agregaron a continuacién 2 ml de metanol, se
agité y se mantuvo la solucidén 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego se la llevdé a seque
dad (379C; NZ)' y el residuo seco se sembré

con C12CH2 sobre tiras de papel Whatman N2 1
para ser desarrollado en el sistema CyDi I (128)
(Ciclohexano + Dioxano + Mgtanol + Agua; 4 : 4 :
2 : 1) junto a un estandard radioinerte de 18,21~
Diacetato de Aldosterona (18,21-DAA). Los cro-
matogramas obtenidos se revelaron por radiocro-
matograff{a excepto el del estandard de 18,21-DAA
que se detectd por absorcidén al Ultravioleta
(UV). Las zonas radiactivas correspondientes a
la misma movilidad del estandard se eluyeron

con Metanol (3 veces con 3 ml cada vez), y el

extracto metandlico se dividid en 2 partes de
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10% y 90% respectivamente. A la primera se le
midié radiactividad en 34 Yy 14, y al resto se

lo llevd a sequedad (379C: Nz).

32 etapa: Obtencidn de la lactona de la

Aldosterona (Figura23),

El residuo seco anterior se tra
té§ con 2 ml de solucidn de Croy al 0,5% p/v en
Acido Acético Glacial. Se agité, se tapd y se
dejé 15 minutos a 282C en oscuridad. Pasado di
cho perfodo de tiempo seAagregG 1 ml Qe HZO
destilada, se agitd, y la solucidn resultante
se extrajo 3 veces con 6 ml de CIZCHZ cada vez,.
El extracto clorurometilénico se lavé 2 veces
con 1 ml de H,0 cada vez, y se llevd a sequedad

a 379C bajo N El residuo seco se sembrd sobre

2.
tiras de papel Whatman N2 1 y se corrid en el

sistema CyDi I. Los cromatogramas se revelaron

por radiocromatograffa y la zona radiactiva que

14C (la de mayor actividad radiactiva

contenfa
en el radiocromatdgrafo) se eluyd con metanol.
El extracto metandlico se dividid en dos por-
ciones de 10 y 90% respectivamente. A la pri-
mera se le determind la radiactividad en °H y

14C b a la segunda se la llevd a sequedad a

379C bajo N,.
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42 etapa: Verificacidén de la pureza de

la lactona de Aldosterona.

i

l El residuo seco se sembrd sobre
l tiras de papel Whatman N2 1 y se corrid en el
sistema Ciclohexano + Benceno + Metnaol + Agua
(4 : 3:4:1) (128). Los cromatogramas se re
velaron por radiocromatograffa y la zona radiac

14

tiva correspondiente al ""C (la de mayor activi

dad) se eluyd con metanol.Al extracto metandlico

la radiocactividad en 3H Y 14C

Con las medidas de radiactividad se ob-
tuvo la relacidn 3H/14C; a partir de la cual,
: segin el cl&sico método de dilucidn isotdpica,

'f se le redujo el volumen (N,; 379C) y se midié
I es posible determinar:

!

{ 1) Pureza de la Aldo™ H purificada: El

i criterio adoptado consiste en obtener constan-
cia en la relacidn 3H/14C luego de 2 pasos su-
cesivos de purificacidn. En nuestro caso la re-
lacidn 3H/14C se mantuvo constante lueqgo de las
cromatograffas de la lactona en los sistemas
CyDi I y Ciclohexano: Benceno: Metanol: HZO; Y
E en varios casos también la constancia se veri-

£icé a partir del diacetato de Aldo.

2) Andlisis Cuantitativo: El1 "%" Qe Aldo-3H

producida en la incubacidn, se calculd tenien-
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do en cuenta las pérdidas de Aldo—3H sufricdas
a través de los pasos de purificacidn desde el
EI hasta la obtencidn de la relacidn 3H/l4c

constante. Esta evaluacidn de las pérdidas se

efectud con el uso de Ald0°l4c como trazador.

Aldosterona de la forma menos polar de la Aldos-

terona: su purificacién y cuantificacidén.

Se habfa establecido antes (Seccidn II) que
la Alcdosterona formaba la FMPA en medio HCl. Con
el objeto de investigar si la FMPA se formaba en
los medios de incubacidn usados, se estudid la
composicién del material correspondiente al pico
de Rf = 0,93 de la cromatograffa del EI del in-
cubado en el sistema BushBB.

El material del pico de Rf = 0,93, se e-
luyd con Metanol (3 veces con 3 ml cada vez) y
se llevd a sequedad (N27 379C), El1 resicduo seco
se tuvo 1 dfa en NH; 0,013 N, y se cromatogra-
fid sobre papel Whatman N2 1 en el sistema Bush
B_. Se reveld el cromatograma por radiocromato-
graffa, y se observaron 2 picos de Rf = 0,12 vy
Rf = 0,93, Las zonas radiactivas se cuantifica-
ron por triangulacién de los picos respectivos
primero, y por conteo de la radiactividad luego
de eluir el material de cada zona con 9 ml de

Metanol. Los resultados indicaron as{, que el
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tratamiento en NH, revirtié parte del material
de Rf = 0,93 a 18-0OH-B, pero que en dicho pico

habfa radiactividad que no revertfa en NH La

3.
parte que revirtid se verificd que era la for-
ma menos polar de la 18-0OH-B obtenida en medio
dcido (Ver Seccidn I). Al material del pico Ce
Rf = 0,93 que no revirtid con NH;, se lo tratd
con 0,5 ml Qe HKCO3 al 0,4% en metanol durante
8 hs.a 302C, en atmdsfera de N, y en oscuridad.

Se agregd 1 ml H,0 y se extrajo con Cl,CH, (3

2
veces con 4 ml cada vez). El extracto cloruro-
metilénico se secd con Na,so0, (anhidro) y se
evapord a 372C bajo N2(139).

El residuo seco obtenido se cromatografié
sobre papel Whatman N2 1 en el sistema Bush B5;
reveldndose el cromatograma por radiocromato-
graffa. Se evidenciaron asf{ 2 picos de Rf = 0,12
y Rf = 0,93, concluyéndose que el material del
Rf = 0,93 original (el proveniente del EI del in
cubado), contenfa ademis un material saponifica-
ble, posiblemente un €ster de 18-OH-B (MS).

El material radiactivo que permanect$ inal
terado luego de estos tratamientos con NH, vy

KHCO se eluyé del cromatograma #on Metanol

30
(3 veces con 3 ml cada vez) y el extracto orgd
nico se llevé a sequedad bajo N, a 379C. El re

siduo seco se cromatografié, sucesivamente, en
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los sistemas Bush A y CiDi I obteniéndose en
ambos casos, luego del revelado por radiocro-
matograffa, un solo pico de Rf = 0,13 y Rf =
0,78 respectivamente. Como dichos Rf coincid{-
an con los de la FMPA, se procedid a verificar
tal identicdaqd.

Para éso se cromatografid el material ra-
diactivo aislado de los medios de incubacién
mezclado con la FMPA (obtenida por tratamiento
de Aldo con HCl y separada por cromatogratia
sobre papel Whatman en el sistema Bush B5) en
los siguientes sistemas cromatogrdficos:

1) Placa Delgada sobre sflica gel.

Fase M8vil = Benceno: Acetato de Etilo-2:1.

2) Placa Delgada sobre Sf{lica gel.

Fase M&vil = Hexano : Acetona-5:4.

3) Placa Delgada de Alta Performance sobre

sflica gel.
Fase Mévil = Benceno: Acetato cde Etilo-2:1.

4) Placa Delgada de Alta Performance sobre

RP-18.

Fase M8vil = Metanol : H,0 (70 : 30)

5) Cromatograffa Lfquida de Alta Presién
con fase reversa (p-Bondapak = C-18).

Fase M&vil = Metanol : HZO (70 : 30).
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En los sistemas cromatogrdficos del 1) al
4) se reveld la placa por absorcidén a la luz UV,
y se eluyd la zona correspondiente a la presen-
cia de absorcidn y el resto de la placa con Me-
tanol. De cada extracto metanédlico se tomé una
alfcuota para medir la radiactividad en 3H. En
todos los casos se obtuvo como resultado que la
radiactividad se hallaba sélo en la zona donde
se producfa la absorcidn de la luz UV,

En el caso del sistema c;omatogréfico 5)
se colecté la zona correspondiente al pico de
la FMPA (Tiempo de retencidén = 16.2 minutos) y
el resto del elufdo, en fracciones de 1 ml. A
las fracciones colectadas se las llevd a seque-
dad (Nz; 372C o bajo vacfo),y se les midid la
radiactividad. As{ se evidencid que la dnica
fraccidn colectada que tenfa radiactividad era
la correspondiente a la coleccién del pico de
la FMPA. Sobre la CLAP aqui descripta cabe se-
fialar que la coleccidn del pico de la FMPA se
realizd segin las Condiciones Optimas de recolec-
cién que aseguran el 100% de recuperacién segun
los estudios llevados a cabo al respecto (Ver
Seccidn:III), y que en el cromatograma aparecie-
ron, adem&s del pico principal que correspondia
a la FMPA, otros picos de menor tamafio caracte-

risticos de cuando se cromatograffa por CLAP,
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algin material proveniente de una elucidn de
papel.

Por dltimo, la mezcla FMPA radioinerte +
material radiactivo de Rf = 0,93 inalterable con
NH; y KHCO5; se recristalizé de éter etflico-hep
tano, midiéndose la Actividad espec{fica luego
de cada recristalizacién hasta constancia.

De esta manera se concluyd que el material
radiactivo aislado por cromatografia en papel
luego de tratamientos con NH3 Y KHCO3 correspon-
df{a a la FMPA, que se habfa formado durante la
incubacidén. Por lo tanto, como se sabfa que 1la
FMPA estaba en equilibrio con Aldo, y como era
Aldo la que se querfa cuantificar, se procedié
a cuantificar la FMPA formada durante la incu-
baciédn, y su valor se sumé al correspondiente a
Aldo obtenido segin el método de Kliman y Peterson
descripto mds arriba.

Para efectuar la cuantificacidn de la FMPA
formada durante la incubacién se usé, lo mismo
que para Aldo, el método de dilucidn isotdpica.
De la cromatograffa del EI en el sistema Bush BS
(Ver Tratamiento de los Incubacdos) se aislé el
material del pico de Rf = 0,93, el cual se lo
tratd con NHy y con KHCO, tal como se menciond
antes, con la udnica variacidén de tomar ahora

alfcuotas de los elufdos de las cromatografias
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luego de cada tratamiento, con el fin de medir
la radiactividad en 3H Y 14C.

El material inalterado por NHy y KHCO,, se
cromatografid en el sistema CyDi I (128) o Bush
A (140) y el material del dnico pico observado
por radiocromatograffa se eluyd con Metanol. Del
extracto metandlico se tomé el 50% para medir

la radiactividad en 3H y 14C.

Con las medidas de 3H Y 14C iniciales y
finales (FMPA pura) se procedid a sacar el % de
FMPA teniendo en cuenta las pérdidas sufridas

por dicho compuesto,

Aldo total.

As{, finalmente, luego de determinar el
Aldo-3H segin Kliman y Peterson y la FMPA- OH
por esta metodologfa recién descripta; se cal-

culd el ¥ Aldosterona total formada durante la

incubacidn como:

%4 Aldo TOTAL = % Aldo-3H + % FMPA-"" H

T N . I s . T Y. SN WD ey e |

Semicuantificacidn de otros productos.

Aparte de cuantificarse Aldosterona como producto

de las incubaciones: también se semicuantificaron otros
compuestos:

k) Forma menos polar de 18-OH-B de RM = 7.18.

La forma menos polar de 18-OH-B de R, 7.18,
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se purificé a partir del material de Rf= 0,93
obtenicdo en la cromatograffa del EI en el sis-
tema Bush BS’ Dicho material fue tratado con

NH3 0,013 N, medio en el que demostrd revertir
totalmente a 18-OH-B, tal como se indica en
Resultados. Luego de 24 hs se neutralizd con HCl

Yy se croamtodrafid en el sistema Bush B Se

5.
detectd luego la 18-OH-B; se eluyd, el extracto
se llevd a sequedad y el residuo seco se traté
con HC1 10-2 N: cromatografiéndose el producto
sobre papel Whatman N2 1 en el sistema Bush BS’
Por radiocroamtograffa se evidenciaron 5 picos
con Rfs e intensidades que seqgufan el patrén ob
tenido en la produccién de las formas menos po-
lares de la 18-0H-B, lo cual hablaba en favor
de la pureza e identidad de 1la RM 7.18 reverti-
da a 18-0OH-B.

Para la semicuantificacién del R, 7.18
producido durante la incubacién se asumid que
este compuesto sufrfa en la cromatografia en
Bush B del EI las mismas pérdidas que la FMPA;

y que en la reversién de R, 7.18 a 18-OH-B con

NH. se volvia a producir la misma pérdida. Por

3
lo tanto, como dicha Eérdida se habfa calculado

para la cuantificacién de la FMPA, (Ver punto

i) mds arriba), se pudo semicuantificar el R, 7.18.



-101~

1) Material saponificaktle con KHCO., (Ms).

m)

MS se purificé y semicuantificé a partir del
material radiactivo del pico de Rf 0.93 obteni-
do en la cromatograffa del EI.

Este material saponificable se purificd
luego de haberse separado con NH3 el RM 7.18
también contenido en el Rf = 0.93. Por tratamien
to del material residual con KHCO3 tal cual se
describié en la cuantificacidn de Aldosterona
de la FMPA, se obtuvo 18-OH-B de MS.

De la radiactividad total del material del
pico de Rf 0.93 de la cromatograffa en Bush Bg
del EI se restaron: la radiactividad de la FMPA
ya cuantificada y la radiactividad de 1la RM 7.18
semicuantificada, teniendo en cuenta las pérdi-
das sufridas por esos compuestos hasta dicho pa
so de purificacidn.

El valor de radicatividad remanente se
asignd a MS. A dicho valor se le aplciaron las
pérdicdas sufridas por la FMPA, y as{ finalmente

se obtuvo el valor de radiactividad del MS en EI.

18-OH-B forma M.

Este compuesto se semicuantificd a partir
del material radiactivo del pico de Rf = 0.12
obtenido en la cromatograffa del extracto ini-

cial del incubado.
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Para verificar que dicho material corres
pondfa sélo a 18-OH-B, se 1o eluyd con Metanol
(3 veces con 3 ml cada vez) y el extracto orgi
nico obtenido se llevd a sequedad a 379C kajo

2 N Qu

N,. El residuo seco se tratd con HC1l 10~
rante 10 minutos, y se sembrd soktre tiras de
papel Whatman N2 1, para cromatografiarlo luego
en el sistema Bush BS' Por radiocromatogratfa
se revelaron 5 picos con movilidades e intensi-
dades relativas iguales a las obtenidas con el

3

mismo procedimiento sobre 1,2- “H-18-OH-B pa-

trdén.

Verificada la pureza del material de Rf-
0.12, éste se semicuantificé asumiendo que la
18-0H-B habfa sufrido las mismas pérdidas que

la Aldosterona -14C hasta la cromatogratffa en

el sistema Bush BS'

18-Desoxialdosterona.

este compuesto se semicuantificd a partir
del material radiactivo del pico de RM = 4,33
(Rf = 0.52) obtenido en la cromatograffa del EI
del incubado en el sistema Bush BS'

Para verificar que dicho material corres-
pondfa sélo a 18-DAL, se le eluyd con Metanol
(3 veces con 3 ml cada vez) y el extracto meta-

ndlico se llevd a sequedad a 379C bajo N,. Este
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residuo seco, paralelamente a otro de 18-DAL-3H

estandard obtenido por suspensidn de 18-OH-B en
HCl (Ver Seccién I de Materiales y Métodos), se
traté con 0,2 ml de piridina y 0,2 ml de Anhi-
drido Acético ( 128)Qurante 20hs a 379C. Luego

se agregaron 2 ml de metanol y a los 10 minutos
se llevd el extracto a sequedad (Nz; 372C). Los
residuos secos finalmente obtenidos se semkraron
sobre papel Whatman N2 1 junto a estandard radio
inerte de 18-DAL-2l-Acetato, y se cromatografia-
ron en el sistema Bush Bl( 140 ). Los cromato-
gramas provenientes de 18-DAL- 3H y del material

radiactivo del pico de Rf = 0.52 se revelaron

por radiocromatograff{a evidencidndose en ambos !
casos 1 pico de Rf = 0,58 , coincidente con la
posicidén del estandard de 18-DAL-2l-Acetato re-
velado por absorcidn a la luz U.V,

Finalmente, el material radiactivo del Rf=
0,52 se sometid, junto a 18-DAL°3H, a las prue-
bas de reversibilidad en residuo seco y en NH,
0.013 N descriptos en la Seccidén I de Materiales
y Métodos para las formas menos polares de la
18-OH-B. Por comparacidn de los resultados obses
vados entre las muegtras Y 18-DAL, se concluyé
que existfa identidéd entre ambos.

Una vez comprobada 1la identidad, se proce

aid a semicuantificar 1a 18-DAL—3H formada duran
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te la incubacidn. Para ello se asumid que 1la
18-DAL-1H producida haktfa sufrido las mismas
pérdidas que la Aldosterona-l4c hasta esta mis

ma etapa.

Otras formas menos polares de la 18-0OH-B.

Hasta aquf se indicd la semicuantificacidn
de dos de las cuatro formas menos polares de la
18-0H-B producidas durante la incubacidn, las de
RM 7,18 y Qe Ry 4,33. Para las dos restantes de
R, 5.26 y R

M M
te) la identificacidn y la posterior semicuanti-

6.33 (Rfs 0,63 y 0,75 respectivamen

ficacidn se hicieron a partir de los materiales
radiactivos de los mismos valores de Rf que los
arriba indicados, presentes en el cromatograma
del EI del incubado.

Para su identificacidén se hicieron las
pruebas de reversibilidad en residuo seco y en’

NH, 0,013 N contra patrones de las mismas for-

3
mas menos polares de la 18-OH-B a identificar,
obtenidas a partir del tratamiento de 18-0OH-B
con HCl 10'2 N, tal como se ha descripto en la
seccién I. Entonces comparando los porcentajes
Qe reversidn a 18-OH-B forma M de los estandard
y de las muestras, se concluyd que habfa identi-

dad entre ambas, asumiéndose as{ que los materia

les de los picos de Rf = 0,63 y Rf = 0,75 de 1la
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cromatograffa en Bush Bsdel EI del incubado co-
rrespondfan a las dos formas menos polares de
la 18-OH-B de idénticos Rfs,

La semicuantificacidn se realizd de 1la
misma manera que para la 18-DAL, asumiendo la
igualdad entre las pérdidas sufridas por ambos

compuestos y la Aldo-14c hasta la misma etapa.

p) Medicidn de radiactivicdad.

Para la medicidén de la radiactividad sobre
alfcuotas de distintas fracciones las muestras se pipetea
ron en viales de bajo contenido en potasio, y luego se
evapord el solvente hasta sequedad bajo corriente de aire
o en desecador bajo vacfo. Los residuos secos se disolvie
ron en 10 ml de liquido centelleador Qe la sigueinte com-
posicién: solucién en tolueno de 0,4% p/v de PPO (2,5-
difeniloxazol) y 0,025% p/v de dimetil POPOP (1,4-bis

2-(4—metil—5-feniloxazoiil) benceno).

Las muestras as{ preparadas se contaron en un Con-
tador de Centelleo Liquido Tracer Analytic modelo MARK
III conectado a una terminal ITT,

Este aparato procede de forma diferente segin se tra-
te de medir un isdtopo o 2 isdétopos.

En el caso de que se trate de la medicidn Qe un§s§
lo is8topo el aparato mide previamente una curva de cali-
bracién consistente en una serie de muestras estandards

que contienen cada una la misma actividad racdiactiva pero
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diferente grado de "quenching" (141). Para cada muestra
el contadsar mide las cpm, la eficiencia y el grado Cde
“quenching", y estaklece y adopta un "setting" &Sptimo de
grillas voltaicas, incorpordndose automidticamente tada
esta informacidn a la computadora. La medicidn del gracdo
de "quenching" de una muestra cualquiera es entonces efec
tuada por el contador de la siguiente manera: micde la ac-
tividad radiactiva de un estandard externo en presencia y
en ausencia de la muestra a medir. El impulso eléctrico
proveniente de cacda medicidn es luego rectificado a una
onda cuadrada de ktase constante., De esta manera, el co-
ciente de las alturas de ambas ondas expresa el factor

de "quenching",

Una vez incorporadas las curvas de calibracidn de
ambos 1isétopos, se midid la radiactividad de las muestras
experimentales. Para éso, el aparato mide el grado de
"quenching” de cada muestra y lo corrige en kase a las
condiciones del estandard mds prdéximo. Este método consi
gue medir el grado de quenching de cada muestra por sepa

rado, es decir que aplica una eficiencia propia al valor

de cpm de cada muestra,

El problema de llegar a relacidn constante en los

métodos de dilucidn de isdtopos con formacidn de deriva-

dos y. las posibilidades de corregir "quenching" en estos

casos: En el caso de cdos isdtopos el problema se complica

por la necesidad de tener que tener en cuenta en una mis-
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ma muestra desconocida, no sélo la eficiencia cde ambos i-
sétopos sino también el diferente grado de penetracidn
del isdtopo de mayor energfa en el campo del de menor e-
nergfa.

El proklema llega a su complicacidn mdxima cuando
las comparaciones se deben efectuar entre relaciones iso-
tépicas de estructuras quimicas diferentes caracter{sti-
cas de cada uno de los pasos analiticos d@e un método de
dilucidn isotdpica con formacidn de derivados de doble
marcacidén.

En este Ultimo problema el "quenching" tiene tres
tipos de consecuencias: 1) disminucidn de la eficiencia
de una s8la o de las dos marcaciones isotdpicos; 2) co-
rrimiento del espectro del isdtopo de mayor energfa hacia
los campos del de menor energfa; 3) modificacidn en el
grado en que cada agente quencheante es sensible a los
dos factores anteriores debido al cambio de estructura
molecular que sufre la molécula esteroidea entre un paso
y otro. (Para la influencia de la estructura esteroidea
y de la posicidn de la marcacidén sokre el "quenching" ver
(142)).

Estos factores imponen entonces un método que no
se contente con corregir una o ambas eficiencias sino
qhe debe corregir también, para cada muestra, el "“se-
tting" de las grillas voltaicas tendientes a eliminar
energfa proveniente de is8topos fordneos.

Bl estaklecimiento, para cada muestra, de ganan-
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cias y grillas 4dptimas es un problema tan tedioso que re-
sulta imposikle en aparatos no computarizados y no progra
mados para tal £in.

El equipo que se utilizd en mi tesis, sin emkargc,
consigue estaklecer ganancias y discriminaciones cde gri-
llas dptimas debiéndose a este perfeccionamiento la tue-
na coincidencia de relaciones de isdtopos entre el pendl-
timo y dltimo paso cdel métocdo de dokle isétopo con deri-

vatizaciones empleado para la Aldo.
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V) A) EXPERIMENTOS SOBRE CAPACIDAD PRECURSORA DE M Y MAC

PARA ALDOSTERONA.

a) Con el okjeto de estudiar la capacidad precursora

para Alcdo de 18-OH-B (forma "M") y de MAC (mezcla ce

compuestos obtenidos al suspencder 18-0OH-B forma M cdu-

rante 10

alizaron

minutos en HCl 10™2 N; ver Seccidn I) se re-

los siguientes experimentos:

0,8 pci de 1,2-7H-18-0H-B o de MAC-’H se incuba

ron en presencia o ausencia de 100 ts mg de cuartos

de adrenales. Las variables de cada incubtacién fueron:

1)

2)

3)

4)

5)

Precursores: como ya se indicd fueron 1,2-3H-

3

18-0H-B & MAC-"H (0,8 pPCi Qe cada uno).

Tejido Adrenal: como ya se indicé cada incu-

bacidn se realizd en presencia (Bidtica) o
ausencia (Abidtica) de 100 ¥ 5 mg de cuartos
de adrenales de rata.

pH del medio de incubacidn: se usaron medios

buffers de pH= 3,3 6§ 4,8 § 7,4, cuyas compo-
siciones se hallan en la Seccidén IV,

Tiempo de incubacidn: las incubaciones se re-

alizaron durante 1 h. § 2 hs.

Preincubacidn: cada incubacidn se realizé con

Preincubacidn o sin Preincubacidn. Las incu-
baciones con preincubacidén consistfan en in-
cubar los cuartos de adrenales en medio buffer

sin precursores radiactivos durante 20 minu-
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tos) y luego tomar las glindulas y pasarlas

a otro recipiente con el mismo medio buffer
que contenfa ahora el precursor radiactivo
requerido. Resulta obvio que en aquellos ex-
perimentos en los que no se usé tejido adre-
nal, no existid la posikilidad de efectuar

la preincubacidn.

Cabe destacar que los ensayos realizados en
ausencia de tejido adrenal, se realizaron
para evaluar la conversidn espontinea de 18-
OH-B y MAC A Aldo bajo las condiciones de

los ensayos ya que, para el lero. de los pre
cursores, dicho tipo de transformacidn ya ha
sido reportada (7).

Finalmente se realizaron 36 incubaciones por
triplicado, en las cuales cada una diferfa de
la otra en alguna de las cinco variables 1)

a 5) sefialadas mds arriba, midiéndose en cada
una la Aldosterona tritiada producida.También
se cuantificaron otros compuestos, tal como

se indica en Resultados.

b) Tratamiento estadfstico: para cada incubacidn se de-

finidé la variable x = % de Aldosterona—3H producida du-

rante la incubacién; y se calculd el X y el error estan

dard (EE).

Luego se realizd un tratamiento estadfstico entre

todos los valores X y EE informados, conjuntamente con
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los correspondientes a las incubaciones del experimen
to siguiente (Seccidn V-B), relacionado, como se verd,

con el agquf descripto.

V) B) EXPERIMENTOS SOBRE CAPACIDAD PRECURSORA DE M y MAC,

INCLUIDOS EN LIPOSOMAS, PARA ALDOSTERONA.

a) Con el okjeto de estudiar si la alta polaridad de

la 18-0OH-B (M) y sus derivados menos polares (MAC) a-

fectaba la entrada de las hormonas al tejido, se in-

corporaron éstas a liposomas oktenidos a partir de te

jido graso de adrenal y luego se incubaron con las a-
drenales. Descde otro punto de vista se pensd§, que es-
tando los lf{picos involucrados en gran cantidad de pro
cesos metabdlicos,(143) (144), ellos podrfan afectar
la bios{ntesis de la hormona lipfdica Aldosterona.

Los estudios realizados con las hormonas incluf
das en liposomas responden exactamente a los experi-
mentos sobre capacidad precursora de M y MAC para Aldos
terona (Seccidn V-A), en cuanto a la misma variacién
de condiciones 1 a 5, ya detalladas en esa Seccidn.

Es decir que se realizaron 36 incubaciongs por
triplicado en las cuales cada una diferf{a de la otra
en alguna variable de las indicadas m&s arriba.

Luego de finalizada cada incubaciénlse cuantifi-
cd la Aldosterona tritiada producida, como as{ también

otros productos tal como se indica en Resultados.

b) Tratamiento estadf{stico: de los valores obtenidos por




=112~

triplicado en cada incubacién se calculd, al igual que
en el experimetno anterior, el x y el EE cde la variatle

x = % de Aldosterona procducida.

c) Formacidén de liposomas: la formacidn de liposomas

fue obtenida de acuerdo a las metodologias descriptas
por Akramson y colak. (145) y por Saunders y colat.

(146), a partir de grasa adrenal.

cl) Obtencidn de grasa adrenal: 12 adrenales de rata
se homogeneizaron con etanol acuosa al 20% v/v, y el
homogenato se extrajo dos veces con el triple de vo-

lumen de C1,CH El solvente orgdnico se evapord bajo

272°
nitrédgeno, a 379C, y el residuo obtenido se suspendid
en 3 ml de metanol. El extracto metandlico se dejé to-
da la noche a 49C en heladera, y se decantd. Todos los
1{pidos precipitados se disolvieron en 1 ml de Cl,CH,
y 1 ml del buffer que iba a ser usado (pHs 3,3 o 4,8
o 7,4) en la incubacién posterior. Se evapord en co-
rriente de N2 el solvente orgdnico y los lipidos que-
daron as{ suspendidos en la solucidn kbuffer. La sus-
pensidn se sonicé Qurante 20 segundos en un equipo

wCell Disrupter" (Modelo 185 D. Heat System Ultrasonic
Inc., Rahway, N. J. ) a 130 watts/cmz. La formacidn de
liposomas por sonicacidén se chequeo por observacién al
microscopio con aumento de 1000 x, y por la estabilidad

Qe la suspensidén formada.
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cz) Incorporacién de los precursores a los liposomas:

de la suspensidn de los liposomas formades como recién
se indicé, se tomaron 2 ml y a ellos se agreg$ 0,3
ml de MAC- H en HCl 10”2 N o ce M-JH en el buffer que
se usaba en la incubacidn, que como se recordard era
el mismo medio de la suspensidn de liposomas. Luego se
agitd vigorosamente durante 30 segundos cada suspensidn
y se colocd a 379C con agitacidn en un incubador meta-
bdlico Dubuoff, durante 10 minutos.Terminado dicho ti-
empo se comprobd la incorporacién de radiactividad a
los liposomas de dos modos:

PRIMERO: la suspensidn se centrifugé a 5000 rpm,
a 49C, durante 10 minutos. Se separaron el sobrenadan-
te y el precipitado y sobre alfcuotas de cada uno de
ellos se midid la radiactividad, viendo el % de la ra-

diactividad total que estaba en el precipitado, el

cual se asignd a los liposomas.

SEGUNDO: la suspensidn se pasd por una columna
de Sephadex G-25, usando el buffer de incukacién como
fase mévil, y recogiendo el eluato en fracciones de
1 ml. Luego en cada fracciédn se midié la radiactivicad,
graficdndose ésta en funcidn de los ml elufdos. En el
cromatograma as{ obtenido se observaron 2 picos de vo-
ldmeneé de retencidn 6 ml y 18 ml. Se calculd la ra-
diactividad de cada uno y se sacd el % de actividad
radiactiva total que correspandfa al pico de(vr,el cudl

se asignd a los liposomas marcados. Compidrese con (145).
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De ambas formas de comprobacidn, se decdujo que
no menos del 95% de la radiactividad se hallaka incor

porada a les liposomas.

TRATAMIENTO ESTADISTICO CONJUNTO: Los resultacdos Ce

los experimentos sobre capacidad precursora para Aldos
terona de M y MAC en forma libre o incorporadas a lipo
somas (Secciones V-A y V-B), se. juntaron como un dnico
experimento, exceptuando los datos correspondientes a
Preincubacidén.

Los Qatos de ambos tipos de experimentos se divi
Qieron luego en "5 factores estadf{sticos", que se co-
rrespondfan con las variables o condiciones de cada in
cubacidén, a saber:

er.
1 factor: Precursor:

M-3H é MAc-3H

do. factor: Tejido Adrenal: presencia (Bidtico) o au-

sencia (Abidtico) de 100 ¥ 5 mg de tejido

adrenal.

3%T* factor: pH del Medio de Incubacidn: buffer de pH

3.3; 4.8 6 7.4

to. cactor: Tiempo de Incubacidén: 1 h. § 2 hs.

50+ factor: Estado del precursor: Likre .o encerrado en

Liposomas.
Luego, con los factores as{ categorizados, se
realizé un Andlisis de Varianza Multifactorial (ANOVA

de 5 factores). Con este fin los datos se procesaron
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con una computadora VAX 11/750 perteneciente al Insti
tuto de Cilculo de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales: determindndose la significacidn de los da-
tos; las interacciones entre los factores y las condi-
ciones dptimas de bios{ntesis de Aldostercna con los

factores usados,.
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VI) EXPERIMENTOS DE DILUCION DE MAC-3H CON 18-DAL RADIO-

INERTE.

Conociendo que MAC era una mezcla de varios
compuestos (Seccién I) con 18-DAL como principal compo-
nente (Resultados); y viendo que MAC tenfa propiecdades
precursoras para Aldosterona (Secciones V-A y B, y Resul
tados); se estudid si elcompuesto del MAC responsaktle de
dicha capacidad precursora era 18-DAL. La suposicidn de
esta identidad se basaba en que: 1) en estudios anterio-
res (7) a los realizacdos en la presente tesis, el compo-

nente R, 4.33 del MAC, icdentificado por nosotros como

M
18-DAL (Resultados) presentd capacidades precursoras muy
semejantes a las obtenidas por nosotros con MAC a pH 7.4,
sin preincubacién.

2) Los experimentos de
Captura y de Curso de Reaccidn (Ver mis adelante) indican
que 18-DAL es intermediario en la biosf{ntesis de Aldos-
terona.

Con el fin indicado se incubaron 0,8 PCi de MAC-3H

con cantidades crecientes de 18-DAL radioinerte, bajo las

siquientes condiciones:

a) 100 5 mg de cuartos de adrenales a pH = 4,8 durante

2 hs., sin preincubacidn.

p) 100 s mg de cuartos de adrenales a pH 7,4 durante

2 hs., sin preincubacién.

Estas condiciones coinciden con las mds favorables

para la bios{ntesis de Aldosterona a partir de 18-0OH-B,
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segin puede verse en Resultados.
Luego de efectuadas las incubaciones se procedid a
determinar Alcdosterona y 18-DAL tritiacdas como se indicé

en la Seccidn IV.
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VII) ESTUDIOS SOBRE CAPACIDAD PRECURSORA PARA ALDOSTERONA

DE OTROS PRECURSORES.

Los estudios sokre capacidad precursora para
Aldosterona hasta aqui desarrollacdes comprendieron como
sustratos 18-OH-B y 18-DAL.

Sokre la base de esos experimentos se realiza
ron luego estudios sobre capacidad precursora para Aldos-
terona que comprendieron otros sustratos tales como:

a) Otras formas menos polares de 18-0H-B,

b) Material saponificable a 18-OH-B.

a) Como se indicé en la primera parte de esta Seccidn de
Materiales y Métodos, y como puede verse en Resultados,

el tratamiento de 18-OH~B con HCl1l formaba 4 "formas menos

polares de 18-OH-B", una de las cuales, la mayoritaria de
RM = 4,33, fue icdentificada como 18-DAL. A las restantes
formas menos polares (RM = 5.,26; 6.33 vy 7.18) se les pro-
bé la capacidad precursora para Aldosterona, de la sigui-
ente manera: 0,005 a 0,02 pPCi de cada forma menos polar
se incubaron con 100 ¥ 5 mg de cuartos de adrenales de ra
ta a pH = 7,4 a 379C AQurante 120 minutos. Finalizada la
incubacién el sobrenadante y las gldndulas se trataron

como en las incutaciones con 18-0OH-B, (Seccién IV) Cdeter-

minidndose finalmente la Aldosterona producida.

[

al) Preparacidn de los Precursores: Las distintas formas

menos polares de la 18-OH-B usadas como precursores se

. 3
prepararon por suspensidn de 1,2-"H-18-OH-B en HCl, y se
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separaron por cromatograffa en papel en el sistema Bush
BS' Las zonas radiactivas correspondientes a cada forma
menos polar se detectaron por radiocroamtografia, y se
eluyeron con metanol. El extracto metandlico se llevd a
1 ml y de €1 se tomaron 0,8 ml, los cuales se pusieron
en el vaso de incubacidn y luego se llevaron a sequedad,
primero bajo N2 a 372C y luego bajo vacfo a temperatura
ambiente. El residuo seco se usd como precursor, y a €1
se le agregaron 2 ml del medio buffer, y 30 min. después
los cuartos de adrenales, déndqse en ese momento por co-
menzada la incubacidn.

Los 0,2 ml restantes del extracto metandlico se
llevaron a sequedad bajo las mismas condiciones anterio
res y al residuo seco se le agregd 1 ml de medio buffer.
Se dejé 60 minutos a 379C con agitacidn esporddica vy lue
go se traté como el sobrenadante de incubacidn, excepto
que no se le agregd 4-14C-A1dosterona al extracto cloruro
metilénico. Este dltimo tratamiento tenfa por objeto ver
el estado del precursor en la mitad de la incubacidn; y
servir como medida de las transformaciones quimicas (o
Abidticas) que el precursor usado podf{a sufrir.

Los experimentos se realizaron por Quplicado,

b) En las incubaciones a partir de 18-OH-B y 18-DAL, se
pudo observar que al hacer la cromatograffa de los extrac
tos de las incubados en el sistema Bush BS, aparecia en

el revelado, un pico de Rf = 0.93. E1 material de esta
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zona radiactiva, se estudid quimicamente como se indicé

en la Seccidn IV, pudiéndose finalmente establecer que

uno de los componentes era un "material saponificakle” o

"MS", postulidncdose que fuese un posibkle “éster de 18-OH-B",
Dicho MS se utilizd como precursor para Aldosterona.

Con tal fin 0,1 pPCi de MS se incubaron sin y con 100 ts mg

de cuartos de adrenales de rata a: pH= 7,4 y 4,8, a 37¢9C,

durante 60 minutos o 120 minutos en ausencia y presencia

de 18-OH-B radioinerte. Finalizada la incubacidén el sobre

nadante y las gldndulas se trataron como en a) para deter

minar 18-OH-B; Aldosterona; 18-DAL y MS, seqin las metodo

logfas descriptas en la Seccién IV de Materiales y Métodos.

bl) Preparacidn del Precursor: El MS radiactivo para usar

como precursor fue obtenido luego de muchas incubaciones

con 18-OH-B-3H de las cuales se aisld MS de la forma des-

cripta en la Seccién 1IV.

Los experimentos se realizaron por duplicado.
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VIII) EXPERIMENTOS SOBRE CURSO DE LA REACCION DE PRODUC-

CION DE ALDOSTERONA A PARTIR DE B Y DE 18-OH-B.

Con el objetos de estudiar la posible secuencia de
formacidn de intermediarios a partir de 18-OH-B (forma
M) para la biosintesis de Aldosterona, se realizd un ex-
perimento de "Curso de reaccidn" consistente en cuanti-
£icar el precursor, el producto final, y los intermedia-
rios que eran separados por cromatografia en papel.

El experimento consistié en incubar 0,8 pPCi de
1,2-3H-18-OH—B (Curso de Reaccidn a partir de 18-OH-B)
con 100 ¥ 5 mg de cuartos de adrenales de rata, a 37¢9C,
bajo atmésfera de carbdgeno (95% O, + 5% O, ) en buffer
de pH 7,4 vy 4,8. Los tiempos de incutacidn fueron 30, 60,
90, 120 y 150 minutos. El experimento se realizé por du-
plicado.

Finalizacdas las incukbaciones se proced@id a cuanti-
ficar, a partir de las gldndulas y del sobrenacante de
incubacién, 18-OH-B (forma M), 18-DAL, vy la Aldosterona
total.

Los detalles Ce incubacidn asi como las metodolo-

gias ce cuantificacidn, se hallan descriptas en la Sec-—

cidén IV.
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IX) EXPERIMENTOS DE ATRAPAMIENTO.

a) Expverimento de atrapamiento de 18-OH-B radiactiva

a partir de 1L2-3H-Corticosterona en la tiosfnte-

sis Qe Allosterona.

Con el £in de determinar si la 18-OH-B actua
ka como intermediario de la bios{ntesis de Aldcsterona a
partir de Corticosterona en adrenal de rata, se realiza-

ron los siquientes experimentos:

(100 ¥ s5) mg de cuartos de adrenales de rata
fueron incutacdos a 379C, kbajo atmésfera de carbdgeno, du
rante 1,5 hs., a pH = 4,8 con 25 pmoles de 1,2-3H-Corti-
costerona (1 pci) y cantidades crecientes de 18-OH-B-(for
ma M)-radioinerte. Cada experimento se realizdé por cupli-

cado. En todos los casos se cuantificd Aldosterona-3H.

b) Experimento. de atrapamiento de 18-Desoxialdoste-

rona radjiactiva a partir de 1L2-3H-Cort1costerona

en la biosintesis de Aldosterona.

Con el objeto de determinar si el esteroide
18-Desoxialdosterona era intermediario en 1la bios{ntesis
de Aldosterona a partir de Corticosterona en adrenal de

rata, se realizaron los siguientes experimentos:

+
100 - 5 mg de cuartos de adrenales de rata

s j ;
e incubaron a 379C, baJO atmésfera de carbégeno durante
’

l 5 h . p
’ 8 3 a H 4'8 con 25 pmoles de 1'2 " COItiCOSterona

( p
l Ci) y CantidadES CIECienteS de la-DESOXialdOSterOﬂa ra

L
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dioinerte. Cada experiencia se realizé por duplicado. En
todos los casos se cuantificé Aldosterona-3H y se semi-

cuantific$ 18-OH—B-3 Y 18-DAL-3H.

c) Experiments de atrapamiento de 18-Desoxialdos-

terona radjiactiva a partir de 1L2-3H-18-OH—B en

la biosfntesis de Aldosterona.

Con el objeto de determinar si 18-DAL era in-
termediario en la biosintesis de Aldosterona a partir de

18-OH-B en suprarrenal de rata, se efectuaron los siguien

+

tes experimentos: 100 - 5 mg de cuartos de adrenales de

rata se incubaron a 379C, bajo atmésfera de carbdgeno, du-
rante 1,5 hs., a pH = 4,8 con 25 pmoles de 1,2-3H-18-OH—B
(1,3 pci) y cantidades crecientes de 18-DAL radioinerte.

Cada experimento se realizd por Cuplicado. En todos los

casos se cuantificd Aldosterona-3H Y Se semicuantificd

18-paL-3y,



Tratamientos de los incubados con B como precursor.

La cuantificacién de la Corticosterona-3ﬂ remanen-
te se llevd a cako por el método de dilucidn isotdpica
vya empleado para Aldosterona.

Con tal fin, al extracto clorurometilénico prove-
niente de las glidndulas y del sobrenadante de incutacidn

(EI) se le agregaron 0,02 UCi Ce 14C-Alc!o como trazador de

pérdidas. Luego se llevd el extracto orgdnico a sequedad
kEajo N2 a 379C y el residuo seco se sembr§ sobre papel
Whatman N2 1 previamente emtebido en una solucidn de Me-
tanol:propilenglicol (2 + 1) y se desarroll$ en el siste
ma cromatogrdfico TPG (147) (fase mdvil = tolueno saturado
con propilenglicol) durante 8 hs. El cromatograma se re-
vel§ por radiocromatograffa, evidenciidndose un pico en el
origen y otros picos totalmente resueltos cerca de la mi-
tad de la tira. Los Rf, algunas veces, no pudieron ser
calculados ya que bajo las condiciones usadas la fase mé-
vil comenzaba, aveces, a gotear fuera del cromatograma.
El orf{gen se eluyd con Metanol (3 veces con 3 ml
cada vez) y el extracto metandlico obtenido se llev$ a
sequedad (Nz, 379C) para ser desarrollado luego sobre pa
pel Whatman N2 1 en el sistema Bush BS' A partir de este
cromatograma se cuantificé Aldo, 18-OH-B y 18-DAL ce la

forma indicada en la Seccidn IV.
Los otros picos del cromatograma provenientes del
TPG se compararon contra estandard de Corticosterona ra-

dioinerte. El que se correspondid con este dltimo (el ce
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menor Rf) se eluyd y se cuantificéd como Corticosterona-3ﬂ
remanente por el método, ya mencionado, de dilucidén isotd
pica.

Finalmente, del dltimo pico del TPG inicial se elu-
y8 su material radiactivo con metanol. El extracto meta-
ndlico se 1llevd a sequedad y se sembrd sobre papel Whatman
N2 1, desarrollindose en el sistema Bush Bg. El dnico pico
obtenido se identificé como la forma menos polar de 18-OH-B

de RM 6.33
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X) EXPERIMENTOS DE REQUERIMIENTOS PARA LAS OXIDACIONES

DE 18-OH-B Y 18-DAL PARA DAR ALDOSTERONA,

Con los experimentos de "atrapamiento o captura”

y los de "Curso de reaccién” a partir de B y 18-OH-B se
pudo demostrar (Ver Resultados) que la 18-OH-B y 18-DAL
son compuestos intermediarios en la bios{ntesis de Aldo
a partir de B. Por otro lado, por observacidn de las es-
tructuras moleculares de dichos esteroides, Figuras 9 y
12, es quimicamente observable que para que 18-OH-B y
18~DAL den lugar a Aldosterona es necesario que ocurra
una oxidacidén. Dicho proceso podrfa ocurrir de 2 formas
distintas, segin se ha indicado en la Introduccidén:

- Por medio de una deshidrogenacién.

- Por medio de una hidroxilacidén.

Los experimentos aquf descriptos pretenden estudiar
los requerimientos para la oxidacién a Aldo a partir de
18-DAL y e 18-OH-B, para luego poder postular un meca-
nismo de oxidacién:

a) Requerimiento de napet o NADPH: homogenatos provenien-
tes cde 100 ts mg de adrenales de rata fueron incubados

a pH = 4,8 con NADP' 0,5 mM o NADPH 0,5 mM, o malato 9 mM,
o Napp” 0,5 mM mids cantidades crecientes de malato, desce

0,15 mM hasta 9 mM.
De esta manera se pudo estudiar el efecto,sotre la
sfntesis de Aldosterona a partir de 18-DAL, de napp? Y

NADPH, y del llamado "sistema generador de NADPH" (53)
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(82) (Ver Introcduccién).
Como precursores se usaron 0,8 UCi de 1,2-3H-18-OH—B
é 0,8 UCi Qe MAC-3H preparado como se indicd en la Seccidn
I.
b) Requerimiento de 02: 100 5 mg de cuartos de acdrenales
de rata se incubaron en tubos de Thumberg bajo las sigui-
entes condiciones alternativas:
1) Atmdsfera: carbdgeno o N,. Para ésto se hizo vac{io
en los tubos y luego se saturaron con los gases.
2) Precursores: 0,8 UCi ce 1,2-3H-18—0H-B o de MAC-3H.

3) pH = 4.8 § 7.4; ambos buffer fueron adicionacdos de

malato 9 mM y NADP' 0,5 mM.

En ambos casos, a) y b), se midié la aldosterona

tritiada formada durante la incubacidén.
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XI) LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS BIOSINTESIS DE MS Y

ALDOSTERONA A PARTIR DE 18-OH-B Y 18-DAL.

a) Experimentos previos.

Se homogeneizaron adrenales de rata en Sacaro
sa 0,25 M de pH 7,4 en 1 homogeneizador Potter-Elvehjem.
El homogenato se llevd luego a la relacidn 150 mg de te
jido adrenal/ml de medio, y se utilizdé en los siguientes
experimentos:

1) 18-OH-B &§ 18-DAL tritiacdas (1,8 pPCi de Ae = 6,9
PCi/umol) se incubaron cdurante 20 min con distintas can-
tidades de homogenato. El volumen de incubacidén se llevé
a 1l ml con Sacarosa 0,25 M de pH 7,4 y luego fue comple-
tado con medio buffer fosfato pH 7,4 de manera de obte-
ner las concentraciones finales indicadas para el buffer
TRIS de pH 7,4 0,0135 M (parte c de la Seccidn IV Qe
Materiales y Métodos).

Finalizada la incubacidn se semicuantificd el MS
radiactivo producido, graficdndose este uUltimo valor en
funcidn de la masa de tejido correspondiente al volumen
de homogenato agregado a cada incubacidén.

De dicho grifico se sacd el méximo valor de masa
de tejido que estaba sobre la zona recta, el cual corres
pondid a 50 mg de tejido adrenal.

2) 18-OH-B 6 18-DAL tritiadas (1,8 PCi de Ae = 6,9
PCi/Umol) se incubaron con el volumen de homogenato Co-

rrespondiente a 50 mg de tejido adrenal durante distintos
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tiempos. El medio de incubacidn fue completado como en
el experimento anterior , mds malato 5 mM y NADP’O,S mM.

Finalizada la incubacidn se cuantificd Aldo y se
semicuantificd MS, graficdndose estos valores en funcién
del tiempo de incubacidén. De dicho grdfico se sacd el
mdximo valor de tiempo de incubacidn que estaba sobre la
zona recta, el cual correspondid a 30 minutos.

De esta forma se obtuvieron las condiciones para
efectuar las incubaciones que permitiesen dilucidar en
qué fraccidn subcelular ocurre la bios{ntesis de Aldo y

MS a partir de 18-OH-B y 18-DAL

b) Fraccionamiento Subcelular.

Un homogenato de adrenales de rata preparado
como se indicé en el punto anterior, se sometid a frac-
cionamiento por centrifugacidn diferencial seguin el es-
quema de la Figura 24, obteniéndose las fracciones all{
indicadas:

H= homogenato inicial.

N= precipitado de 600 xg.

M= precipitado de 12000 xg a partir del
sobrenadante de 600 xg.

m= precipitado de 100,000 xg a partir cel
sobrenadante de 12000 xg.

S= sobrenadante de 100.000 xg.

Los precipitados (fracciones N, M y m) se resuspen

dieron en el menor volumen posible de medio (Sacarosa
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600xg 10

F

P
l medio

600k-
H‘/F P
l medio

600xg 10

t/”—/—_,.F P = fraccidén N

12,000xg

P = fraccidn M

100,000xg | 60"

fraccién S = F P = fraccidn m

Figura 24: centrifugacién diferencial para la obtencidn

de las fracciones subcelulares. H = homogena

to inicial.
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0,25 M de pH 7,4).

Sobre cada fraccidn se realizaron las siguientes
determinaciones:

1) Actividad enzimdtica de Succinico deshidrogenasa:

se empled el método descripto por Pennington(148).

Brevemente: en un volumen £final de 1 ml de buffer fosfato
SO mM de pH 7,4 se incuba durante 10 minutos Succinato Qe
Sodio 50 mM, Sacarosa 25 mM, INT (violeta de p-yodonitro-
tetrazolio) 0.1 ¥ p/v, con cada una de las fracciones sub
celulares obtenidas. La reaccidn se para por agregacdo de
1 ml de TCA 10%. Se agregan luego 4 ml de Acetato de eti-
lo, se centrifuga y se lee la absorkancia de la fase or-
gdnica a 490 nm contra un blanco preparacdo de la misma
forma pero sin Succinato de Sodio.

Se define 1 Unidad enzimdtica (UE) como la canti-

dad de enzima que produce una absorbancia de 0.010.

2) Protefnas:

se empled el método de Lowry y col. (149).

3) Actividad enzimdtica de formacidn de Aldo a par
tir de 18-OH-B y de 18-DAL:
se empled la medicidn ya descriptaen las incuka
ciones de homogenatos de adrenales de rata (punto h de la
Seccidn IV de Materiales y Métodos) bajo las siguientes
condiciones: de cada fraccién enzimdtica se incubd la cap

tidad proveniente de 50 mg de tejido adrenal, durante 30

minutos, con 1,8 PCi 1,2- H-18-OH-B & 1,2-3H-18-DAL (Ae=
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6,9 pPCi/Umol) a pH 7,4 (Buffer Tris) $§ pH 4,8 (Buffer Ace
tato). En todos los casos el medio se adiciond Qe malato
5 mM v NaDPY 0,5 mM,

Se define una UE como la cantidad de enzima que

transforma 1 nmol de sustrato en Aldosterona.

4) Actividad enzimdtica de formacidn de MS a partir
de 18-OH-B y de 18-DAL,

Se incubaron cantidades de cada fraccidn sukcelular
provenientes de 50 mg de tejido adrenal, cdurante 30 minu-
tos con 1,8 PCi de 1,2- H-18-OH-B & 1,2-H-18-DAL (Ae =
6,9 PCi/Umol) a pH 7,4 (Buffer Tris). Luego se midid en
el incubado MS de acuerdo al método descripto en la Sec-
cidn IV de Materiales y Métodos.

Se define una UE como la cantidad de enzima que

transforma 1 nmol de sustrato en producto,
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XII) LOCALIZACION SUBMITOCONDRIAL DE LA BICSINTESIS DE

ALDO,

a) Experirentos previos.

Se pregard un homogenato de gldndulas adrenales
de rata de la forma indicada en la Seccidn XI de Materia
les y Métocdos.

Luego se realizaron los siguientes experimentos:
1) Se incubaron 1,88 pCi de 1,2—3H—B (Ae= 6,92 UCi/Umol)
durante 10 min con cantidades crecientes de homogenato,
El volumen de incukacidn se 1llevd a 5 ml con medio buffer
HCOS/HZCO3 de pH 7,4 ée una concentracidn suficiente para
obtener las concentraciones finales indicadas en la parte

C de la Seccidn IV de Materiales y Métodos para el mismo

buffer 0,0135 M.

Finalizada la incubacidn se cuantificd la Ald@o tri-

tiada. Luego se graficd este valor en funcidn de la masa

de tejido correspondiente al volumen de homogenato agre-

gado a cada incubacidn. De dicho grdfico se sacé el mdxi-

mo valor de masa de tejido que estaba sobre la zona recta.

Dicho valor correspondidé a 30 mg.

2) El volumen de homogenato proveniente de 30 mg ce teji-

. . 3
do adrenal se incubd con 1,88 pPCi de 1,2-"H-B (Ae = 6,92

=pCi/Umol) Qurante distintos tiempos. El volumen de incu-

- W .

bacidn se completd a 5 ml como en el experimento anterior.
Finalizada la incubacidn se cuantificd la Aldo tri-

tiada producida, graficdndose este valor en funcidn del
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tiempo Qe incukacidn. De dicho gréfico se sacd el mdximo
valor de tiempo que estabta sobre la zona recta, el cual
correspondid a 20 minutos.

De esta forma se oktuvieron las condiciones para

efectuar las incubaciones Dosteriores,

b) Fraccionamiento Submitocondrial,

Se siguid el método de Schnaitman y col. (150)
con pequenas modificaciones.
Se homogeinizaron adrenales de rata en tuffer
Hepes suplmentado (Hepes-S) de pH 7,4 en un homogeiniza
dor Potter-Elvehjem en la relacidn 600 mg de tejido/ml
de medio,

El buffer Hepes-S consistié en: Hepes (Acido N-2-
hidroxietil piperazina-N'-2-etanosulfdnico) 2 mM: mani-
tol 220 mM; Sacarosa 70 mM y Albdimina de Suero Bovino
(BSA) 0,5 mg/ml. El1 pH del medio se ajustd a pH 7,4 con
KOH justo gntes de usarlo.

El homogenato se llevd$ luego a la relacidn 250 mg
de tejido /ml Qe medio y se sometid a fraccionamiento
por centrifugacidn diferencial segiun el esquema de la Fi
gura 24; obteniéndose las mismas fracciones sukcelulares

ah{ indicadas: H, N, M, m y S.

Sobre cada fraccién se midieron: 1) proteinas segin
Lowry vy col. (149): 2) la actividad enzimdtica Qe Succi-
nico deshidrogenasa (SDH) segin el método de Pennington

(148) ya descripto en la Seccidn XII de Materiales y Mé-
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todss; 3) 1la actividad@ de formacidn de Aldo a partir Ze
B usands las condicicnes obtenidas en los experimentos
previos, es decir: 1,88 pPCi ce B-3H (Ae= 6,92 UCi/Cmol)
se incubaron con la cantidad de cada fraccidn proveniente
de 30 mg de tejido acdrenal durante 20 minutos en un vo-
lumen final de 5 ml que tenfa buffer Krebs-Ringer de pH
7,4 (parte c) de Seccidn II de Materiales y Mé&todos) el
cual era ahora adicionado de malato 5 mM y Nappt 0,5 mM,
A partir de estas mediciones se concluyd que la fraccidn
sutcelular M era la enriquecida en mitocondrias y que,
ademds, en ella ocurrfa, como era de esperar, la forma-
cidn Qe Aldo a partir del precursor usado.

Luego, a partir de la fraccién M, se procedid a ob-
tener las fracciones submitocondriales de acuerdo al mé-
todo de Schmaitman y col. (150).

La fraccidén M proveniente de 58 adrenales de rata
se tomd con 4 ml de buffer Heper-S. A dicha suspensidén
se le agregaron 1,6 ml de una solucidn de digitonina
(0,5%) en buffer Hepes-S. La mezcla se dejd 20 minutos
a 49C con agitacidn continua. Luego se agregaron 4,6 ml

de buffer Hepes-S; y se centrifugd a 12.180 xg x 20 min

obteniéndose dos fracciones:
T (Precipitado).
E (Sobrenacdante).
La fraccidn E se centrifugé a 100.000 xg x 60 min

obteniéndose Qos fraccionmes: X (Precipitado)

I (Sokrenacdante).
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La solucidn de digitonina se prepar§ agregando el
buffer Hepes-S (pero sin la BSA) en ebullicidn sobre el
detergente, agitands luego durante 20 minutos hasta al-
canzar la temperatura amkbiente. En ese instante se agre
gé la BSA necesaria para obtener una concentracidn cde
0,5 mg/ml,

Sokre cada una de las fracciones as{ obtenidas (T;
E; X; I) se midieron las siguientes actividades enzimd-
ticas marcadoras mitocondriales:

1) SDH: para memkrana interna.

2) Monoamina oxidasa (MAo): para membrana externa.

3) Acdenilato quinasa (Ag): para espacio Intermembra

na.

La SDH se midid de acuerdo al método de Pennington
ya descripto (148).

La MAo se midid de acuerdo al método de Johnston
(151): 60 nmoles de Serotonina-T4c (ae= 56,3 mCi/mmol)
se incubaron 30 min a 372C con la cantidad de cada f{rac-
cién proveniente de 30 mg ce tejido adrenal, en buffer
fosfato 10 mM de pH 8,2. El volumen final ce incukacidn
fue de 0,4 ml. La reaccidn se paré con 0,2 ml de HC1 2 N,

Luego se extrajo el incubado 2 veces con 2 ml de Acetato

' de etilo cada vez. El extracto organico se lavd con 0,2ml

de HC1 0,3 N, y en é1 se midid la radiactividad. Simultd
neamente se prepard un blanco de reaccién el cual no con

tenfa la fraccidén enzimédtica.
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Se define una unidad enzimiatica como la cantidad
de enzima que transforma 1000 dpm de Serotonina-l4C.

La Agq se midid segin el método descripto por
Schmaitman y Greenawalt (152), el cual consiste en seqguir
espectrofotométricamente la conversidn de ADP a ATP + AMP,
acoplando la formacidn de ATP a la reduccidn cde NADPY con
hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La mezcla
de ensayo contuvo: 0,75 M NADP,15 mM glucosa, 10 UI Ce
hexoquinasa, 0,4 UI de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
0,45 mM KCN y 5 mM Cleg, en buffeF glicileglicina 70 mM
de pH 8. Esta mezcla se preincubd 5 min a temperatura
ambiente y luego se agregd la fuente de enzima, llevdndo
se el volumen final a 2 ml con buffer. Inmediatamente se
comenzd a medir el aumento en el tiempo de la Absorkancia
a 340 nm, contra un blanco al que sélo le faltaba el ADP,

Se define una unidad enzimdtica como la cantidad
de enzima que produce una velocidad de aumento de la Ab-
sorbancia de 0.001 va/segundo.

Paralelamente se midi$ también la actividad enzimd
tica Qe formacidn Qe Aldo a partir de B usando las con-
diciones obtenidas en las experimentos previos en cada

una de las fracciones T, E, X, I as{ tamktién como en las

mezclas:
T+ E: T+ X; T+1I; T/\+E+1I
El medio buéfer usado en estas determinaciones fue

+
el Krebs Ringer adicionado de: malato5 mM y NADP 0,5 mM,

o de NADPH 0,5 mM,
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Las determinaciones se realizaron por duplicado o

triplicado, seguin se indica en Resultadss,



XIII) EXPERIMENTOS CON ACTH.

Con el £fin de estudiar las efectos del ACTH sobre
la produccidn @e Aldosterona, se efectuaron los siguien-
tes experimentos:

a) A partir de 18-0OH-B,

0,8 pci de 1,2-3H-18-0OH-B se incubaron con 100 %

5 mg de cuartos de adrenales de rata, a 372C, en 2 ml de
buffer de pH = 7,4 § 4,8, durante 90 minutos en ausencia
o presencia de 1 UI § 10”4 Ur e ACTH (ELEA).

Los experimentos se realizaron por triplicado.

Finalizada la incubacién, el sobrenadante y las gldn
dulas se trataron como se indica en la Seccidn IV. Luego
se cuantificd Aldosterona y se semicuantificé 18-OH-B;
18-DAL; y MS (material saponificable). También a partir
de 18-0OH-B se realizaron incubaciones con las mismas con
centraciones de ACTH, a los mismos pHs, pero variando el
tiempo de incubacidn des@e 30 minutos hasta 150 minutos

(Curva Qe tiempo).

b) A partir de 18-DAL.

0,8 pCi de 18-DAL tritiada se incubaron en las
mismas condiciones que las recién descriptas para 18-OH-B.
Finalizada la incubacidn se determindé, también igual que
antes, 18-OH-B, 18-DAL, Aldosteorna y MS.

Los experimentos se realizaron por triplicads.



XIV) DROGAS Y SOLVENTES.

Sustancia

1,2->H-18-0H-B

4
4—1 C-Aldosterona

3 .
l,2-"H-Corticosterona
14C-Serotonina

18-0OH-B
18,21-Diacetato de

Alcdosterona,
Benceno.

Metanol

Cloruro de metileno.

Acetato de etilo,

Hexano.

Acetona.
Ciclohexano.

Dioxano.

Eter etflico.

|
1

Heptano.

Tolueno.

Procedencia y caracteristicas.

The Radiochemical Center,

Amersham, 52 Ci/mmol.
New England Nuclear,57 Ci/mmol.
New England Nuclear,40 Ci/mmol,
Dupont, NEN, 56,3 mCi

mmol
Makor Chemicals.

Sigma Chemicals.

Berna, puro, destilado antes

de su uso,

Eclaire, puro, destilado an-

tes de su uso,

Eclaire, puro, destilado an-

tes de su uso.

Eclaire, puro, destilado an-

tes de su uso,
Carlo Erba, grado RPE,

Carlo Erba, grado RPE, desti

lada antes de su uso.

Mallinckrodt, reactivo ana-

1ftico.
Carlo Erka, grado RP.

Sintorgan, purificado con
SO4Fe/SO4H2, destilado antes

de su uso.
Sintorgan, para andlisis

Sintorgan, puro, destilado

antes de su uso.




Piridina,.

Anhfdrids Acético.

Acido acdtico glacial.
Propilenglicol.

Acido Sulfdrico.

Acido Clorhidrico.
Acido Fosfdrico.

Acido Tricloroacético.
Amoniaco.

Bicarkonato de Sodio.

Bicarkonato de Potasio.
Cloruro de Sodio,
Cloruro de Potasio,
Cloruro de Calcio.

Fosfato didcido de Sodio,

Sulfato de Sodio.

Sulfato de Magnesio.

Oxido crdmico.
Succinato Qe Sodio.
Malato dcido cde Sodio.
Hepes.

Tris.

Glucosa.
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Sintcrgan, para andlisis,dss

tilada antes de su uso.

Mallinckrodt, reactivo ana-

litico,

Merck, para andlisis.
Mallinckrodt, para andlisis.,
Merck, para andlisis.

Merck, para anéliéis.

Merck, para andlisis.

Sigma Chemicals.

Carlo Erka, grado RPE.

Mallinckrodt, reactivo ana-

1{tico.

Mallinckrodt, reactivo anal.
Merck, para andlisis.

Merck, para andlisis,

Merck, para andlisis.

Mallinckrodt, reactivo ana-
1itico.
Carlo Erba, grado RPE,

Riedel de Haen Ag., para ana

lisis.

Merck, para andlisis.
Sigma Chemicals,

Sigma Chemicals, 95-100%.
Sigma Chemicals.

Sigma chemicals.

Drocefa.




Sacarosa.
Manitol.

PPO,
Dimetil -POPOP,

BSTFA,
ADP,
NADH,

NADP,
NADPH.,
INT,
BSA.

Hexokinasa.

Glucosa-6-£fosfato-

deshidrogenasa.

ACTH,

«]42-

Carlo Erkta, grads RPE,

RIVERO,

Solucidn estéril.

Packard, grado centelleo.

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

ELEA,

Chemicals.

Cehmicals.,
Chemicals,

Chemicals,
Chemicals,
Chemicals,
Chemicals,
Chemicals,

Chemicals.

Chemicals.

95%.
98%.

98%.
98%.




RESULTADOS
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RESULTADOS

I) FORMAS MENOS POLARES DE LA 18-HIDROXICORTICOSTERONA.

a) Fue necesario repetir algunos experimentos Qe Ara-
gonés y otros (6) con el doble fin de obtener las formas
menos polares de 18-OH-B para estudiar estructuras poste
riores y de aclarar la composicidén de algunas fracciones
no resueltas con anterioridad (entendiéndose por composi-
cidén el nimero y caracter{sticas de especies qufmicas ais
lables).

En las Tablas 3 y 4 se muestran los Rf, los TR Yy
los porcentajes de cada una de las formas menos polares
de 18-0OH-B obtenidas por suspensién del esteroide en me

CY, y posterior andlisis de la suspensidn por

dio HCl 10~
CP y CLAP, segun las condiciones detalladas en la leyen_
da, Los Rf en CP coinciden con los previamente informados
por Aragonés y col. (6). Como puede verse el reactivo 18-
-OH-B se consume en un 90% y el procducto de reaccién ma-
yoritario es la forma menos polar de la 18-OH-B,en CP,
de RM = 4.33. El porcentaje de esta forma menos polar es
del 82,4%, muy cercano al obtenido por Aragonés y col.(6).

Las 4 formas menos polares reaccionaron en distinta
forma y medida bajo las 4 condiciones tratadas:

a) Residuo seco durante 1 dfa.

b) Residuo seco durante 7. d{as,

c) NH; durante 1 dfa.

d) NH3 durante 7 dfas.
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Andlisis cualitativo (T ) y cuantitativo (%) de la forma M de

18-0OH-B y de sus formas menos polares obtenldas por suspensién

de aquella en HC1,

por CLAP bajo distintas condiciones, Los R

corresponden a la jdentificacidn por cromatografia en papel en
el sistema Bush Bg (Ver Tabla 3). ¥ M y % A equivalente a % de
Metanol y % de Acetonitrilo respectivamente, en la fase mévil;

t =
El anilisis de las muestras previamente llevadas a residuo seco

tiempo de corrida., Para detalles metodolégicos ver el texto.

did resultados indistinguibles de éstos.

TABLA 4
I
) o Formas menos polares
J Cenldiciones cde CLAP 18-0OH-B de 18-0OH-B
]
; . F
o Elucidn ase Ry 1 IRy Ry [Ry IRy
a Mévil 4,3315,261 6,33} 7,18
£
8 o Metanol:Agua 4,15 4,6014,80} 7,20} 9,55
= g i (70:30)
5 Isocratica
v g Acetonitrilo:
o - '
: - Agua.(85:15) 3,15 3,40} 3,701} 4,85} 6,05
Yo
s L Por Metanol:Agua
-~ . segun
~ é? Gradiente %M=100- 5 3,10 3,754,601} 7,151(10,10
a = Lineal min
o
29 | por Acetonitrilo:
a g Agua
o408 Gradiente Segin _goet 2,95 3,955,251 7,85(11,20
- "™in
£ 2 | Exponencial *A=100e ™
g Metanol:
b
28 | 1socritica |29%2 10,9 (81,0}4,5 {2,5 (1,1
0 - 3
o] 4
ol (70:30)
e 3 -
< O
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En efecto, mientras que la forma menos polar de
Rf = 0,75 (RM 6.33) en residuo seco y en medio amonjacal
produjo un material radiactivo de Rf = 0,35 las restan-
tes formas menos polares (Rf€s 0,52; 0,63 vy 0,93) revirtie
ron a 18-0OH-B en las mismas condiciones. Por otro lado,
en todos los casos, al aumentar el tiempo de reaccidn au-
mentS también la cantidad de procducto formado por rever-
sidn.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos.
En ella se puede ver que el tratamiento con NH3 fue siempre
mds eficiente que el residuo seco. El caso mis significa-
tivo fue el del material de Rf 0.52 que no varid en resi-
duc seco pero que revirtid en un 79 % cuando se lo tratd

con NH3.

b) Los estudios estructurales.

2

La suspensién de 18-OH-B en HCl 10~ ° N produce una

mezcla de 5 fracciones radiactivas entre las que predomi
na la de R, 4.33 (80%) (Tabla 3). Cuando el medio es aci
dificado por burbujeo de Cloruro de hidrdgeno, el 98% de

la mezcla es transformado en dicha forma menos polar.

La estructura del Ry 4,33 fue determinada por RMN
de 13C y de lH, y su identidad con 18-DAL fue confirma-
da por comparacién con este compuesto obtenido por hidrd
lisis 4cida @el 21-Acetato de 18-DAL. Los datos de RMN

de los compuestos estudiados estdn descriptos en las Ta-

blas 6 vy 7.
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TABL A 6

Datos espectrales de 13C-RMN.

a. 13c_rMN a 25.2 MH_.

b. 13c-RMN a 75 MH_ .

c. Pequenas diferencias observacdas con respecto
al espectro de 18-DAL deben ser adjudicadas

a la presencia de HC1l disuelto.

Los valores entre paréntesis o corchetes pueden

ser intercambiados.
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T A B UL A 6
18-pAL?-
Carktono 18-paL? 18-H0-BP 18-HO-B + HC1F
21-Acetato
1 36.73 36.74 35.47 36.81
2 36.00 36.01 32.13 36.08
3 198.92 199.05 199.20 201.09°
4 124.14 124.18 122.59 124,38
5 169.85 169.83 171.80 170.20°
6 33.61 33.62 33.83 33.64
7 32,76 32.75 32.94 32.84
8 31,37 31.35 32,01 31.45
9 50.59 50.49 (55.04) 50.60
10 38,56 38,57 35.17 38.68
11 74.42 74.51 65.77 74.63
12 42.73 42,87 46 .48 42,98
13 53,77 53.89 52.48 54.60
14 54,32 54,28 (56.36) 54.40
15 (25.51)  (25.58)  [25.25] 25.63
16 (25.98)  (26.05)  [26.01] 26.10
17 58,23 58.24 56.75 58.38
18 68.91 69.04 73.41 69.12
19 18.63 18.65 21.36 18.73
20 203.25 209.51 105.95 210.00°
21 68.91 69.49 68.60 69.58
CH,CO- 20.36 -— -— -
CH ., CO- 169.85 -— ——- -
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18-0OH-B

18-0H-B + HC1

H-4 5,70 (bs)

H-11 4,43 (bt, J= 3 Hz)

H,-18 4,27 (@, J= 10 Hz)
Hy-18 3,80 (&, J= 10 Hz)
H,-21 3,82 (ad, J= 10 Hz, J= 12 Hz)
HB-Zl 3,65 (@24, J= 10 Hz, J= 12 Hz)

20-0H 3,32 (s)

CH,-19 1,41 (s)

, 76 (bs)

4,43 (bd,J= 6 Hz)

3,73 (&, J= 9 Hz)

3,36 (@, J= 9 Hz)

.23 (s)

3,02 (bs)

1,28 (s)

Datos de lH-RMN a 300 MHz'

bs: sefial ancha; bt: triplete ancho;

d: doblete: Add: doble doblete; s: singulete;

bd: doblete ancho.

Los valores estin referidos a TMS. Solvente: CDC13.
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El RM 4,33 fue preparado "in situ" por turbtujeo de
vapores de cloruro de hidrdgenoc por unos pocos segundos,
a través de la solucidn de 18-OH-B en deuterocloroformo:
la solucidén resultante se utilizdé directamente para el
andlisis por RMN. Al reemplazar los vapores e HCl por
los @e DCl1l, la conversidn al R, 4.33 fue mucho menor. La

presencia de lineas de resonancia de baja intensidad a-

parte de aquéllas listadas en la Tabla 7 indicé en la sus

pensidn de 18-0OH-B en HCl la presencia de uno o mis compues

tos menores que acompafnan al principal componente R, 4,33,

M
Luego de finalizados los andlisis por RMN la solucidn en
daterocloroformo se llevd a sequedad, bajo vacfo, y el ma
terial s8lido obtenido se cromatografid en papel en el
sistema Bush BS' Otra parte del material se cromatografid
por CLAP con Metanol: Agua (70 : 30) como fase mévil iso-
crdtica o con gradiente de elucidn lineal y exponencial
de Acetonitrilo-Agua,

Paralelamente a ambas cromatograffas se procesd una
suspensidn (solucidn ? ) de 18-OH-B tritiada en HCl. Los
cromatogramas obtenidos revelaron en todos los casos iden
tidad entre el material analizado por RMN y las formas
menos polares cde 18-OH-B.

Se concluye asi{ que al tratar 18-OH-B con HCl se

obtiene 80% de R, 4.33 y que esta fraccidédn radiactiva es

M
idéntica a 18-Desoxialdosterona. Por otro lado 18-DAL ra
dioinerte se cromatografié paralelamente a los materia-

les radiactivos anteriores, evidenciindose nuevamente
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coincidencia entre las fracciones radiactivas y la radio-

inerte revelada por UV,
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II) FORMA MENOS pOr AR DE LA ALDOSTERONA,

a) Produccidn e Irreversiktilidad,

Al estudiar las transformaciones a Aldo en medio
dcido hay que preguntarse si, a semejanza de lo que ocu-
rre con la 18-OH-B, el mineralocorticoide no pocdria, él
también, convertirse parcialmente a formas menos polares.
En caso afirmativo los rendimientos de Aldo tendrian que
expresarse entonces como suma de Aldo comunmente aislada
mds sus formas menos polares producidas en medio dcido.

Al suspender Aldosterona en medio HCl 10'2 N se pu-
do aislar un compuesto de muy baja polaridad (Rf 0,92)
en el sistema Bush B5 (73).

En la TAbla 8 figuran las caracteristicas cromato-
grificas de la FMPA en distintos sistemas: sobre pabel
con distintas fases mdviles: sokre placas Qelgadas de al
ta resolucién (HPTLC) de fase reversa (RP-18) y de sfli-
ca gel: y por CLAP en fase reversa., El tratamiento de es-
ta FMPA con Anhidrido Acético + Piridina (1 : 1) cdurante
20 hs a 289C, did lugar a un compuesto que, analizado por
CP en el sistema Cy Di I (128), resultd cromatografiar
con el frente (Tabla 8).- ‘

Como se verd mds adelante (Ver también Materiales
y Métodos) la FMPA pudo ser también aislada a partir de

los incubados de adrenales de rata con 1,2-3H-18—0H-B.
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La identidad entre el compuesto aislado de las incurcacip
nes y el otro preparado como se indicé mds arrika, se es
tablecid por sus propiedades croamtogrdficas en los mis-
mos sistemas y por recristalizacidén hasta actividad espe
cifica constante en €ter etflico-heptano (Tabla 9).

La forma menos polar de la Aldosterona resultd irre
versible por mantenimiento en residuo seco y por tratamien

to con NH, 0.013 N, a los dos tiempos utilizados 1 y 7

3
dfas (o sea en condiciones en que las formas reversibles

de 18-OH-B demuestran su propiedad de tales).

b) Produccidn de la forma menos polar de la Aldostero-

na a partir de distintas cantidades del esteroide.

Al Adisolver distintas cantidades iniciales de Al-

2 N se obtuvieron distintos por-

dosterona-t%c en HC1 10”
centajes de la FMPA. Esto indicé que no se estaba en pre-
sencia de una reaccidn entre un dnico reactivo y un dnico
producto en la relacidn 1 a 1, ya que en este caso, segun
la ley de accidn de masas, el porciento de producto debe

ser constante, o sea, independiente de 1la concentracidn

inicial de reactivo. En efecto, si la reaccidn fuese:

Aldo «—> FMPA Nota: no se consideran
serfa (HZO) y (H3O+) ya que sus
(FMPA) concentraciones son infi-
eq = (AlQo) nitamente mayores que las

de los esteroides.

Ll amando "c¢" a la concentracidn inicial de Aldo y
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Pasos de Recristalizacidn

Actividad especi{fica

(dpm/ug)
Primero 206,3
Segunds 179,5
Tercero 161,6
Cuarto 166,5

Actividades especifica obtenidas luego de las sucesi

vas recristalizaciones en éter etilico-heptano, de

la mezcla de la FMPA radioinerte preparada con Aldo

y HCl y el material radiactivo de Rf 0,93 inalterable

con NHy vy KHC03,aislado de las incubaciones,
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"x" a la concentracidn de la FMPA en el equilibrio, ser{a:

x keq
% FMPA = = = constante.
c Keqg + 1

Al graficar "(Aldo remanente) vs (FMPA procducida)™”
no se obtuvo una lfinea recta.

En cambio al graficar “(Aldo remanente)2 vs (FMPA
producicda)" (Figura 25) se obtuvo una lfnea recta.

Este resultado indicarfa que la reaccidn ocurre en-
tre 2 moléculas de Aldo para dar una molécula de su forma
menos polar, o sea, que esta Ultima serfa un dimero de la
Aldo. De todas maneras esta observacidn necesitaba una con

firmacidn por otros métodos analiticas de mayor precisidn

que posibilitarfan: 1) o bien la determinacidn de las re-

laciones entre Aldosterona y su forma menos polar en la
posicidn de equilibrio sin afectar a éste (inconveniente

inherente a la cuantificacidn posterior a la separacidn

cromatogrdfica): 2) o bien la determinacidén de la estruc-

tura de la forma menos polar de Aldosterona.

c) Determinacidn de la estructura de la forma menos

polar de la Aldosterona.

C RMN:
1)'—-

Para la determinacidén de la estructura de la for-
ma menos polar de la Aldosterona se disolvid Aldosterona
radioinerte en hexadeuterometilsulfdxido burbujedndose

luego vapores de cloruro de hidrégeno a través de la so-
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Y
400 fr

300

200

100

L I 4 —’
5 10 X
X= FMPA producida en nmoles. Y= Aldo remanente en nmolec
Figura 25: Grdfico y2 vs X para la produccidén de la FMPA al
suspender aldo-T4c en HC1 10"°N. FMPA y Aldo

fueron separados por cromatograffa en papel en el

sistema Bush B5 (73). Para mds detalles ver el 1éx*o
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lucién. El andlisis directo por RMN de 13¢ indicé una ra

pida interconversiédn entre algunas formas, que presenta-
bFan senales muy anchas para los carbonos 9, 11, 14, 15,16,
18, 20 y 21, y senales simples para los carktonos 4, 5, 7,
8 vy 17. La forma menos polar Qe la Aldosterona se aisld
por CQilucién con HZO y posterior extraccidn con cloruro
de metileno, seguida de purificacidn por CLAP preparativa
de fase reversa(Ver Seccidén III de Materiales y Métodos).

El material obtenido se analizé por RMN de 13.

, en el mis
mo solvente anterior.

Sobre los datos obtenidos en los andlisis por RMN,
se propuso una estructura dimérica para la forma menos
polar de Aldosterona (Compuesto I en la Figura 26) en ba-
se a las siquientes evidencias espectroscdédpicas:

los espectros de RMN de 13-C de Aldosterona en C13CD

y en DMSO d_ (Tabla 10) son indicativos de la presencia

6
de 2 formas isoméricas II y III (Figura 26), probablemente
en equilibrio, como fue propuesto por Genard (20). Por
otro lado De Vries y De Youg han informado la separacidn
de las formas II y III por CLAP y la conversidén parcial,
posiblemente reversible, de II en III, en presencia de
NaOH 0.067 N en etanol al 85% (77).

Nuestros resultados indican que la Aldosterona usa
da en nuestros experimentos debe ser una mezcla de estas
dos formas isoméricas en la proporcidén 1 a 1. Los datos

de RMN de 13-C para la forma menos polar de la Aldosterona

(Tabla 11) son similares a las de la forma III, aunque pre
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Derun 2 25.2 n
Carbono Aldo II Aldo III

1 36.26 36.26
2 35.12 35.12
3 - 197.80 197.80
4 123,26 123,17
) 170.32 170.12
6 33.18 33.18
7 31.56 29,22
8 30.75 31.96
9 50.82 45,65
10 37.97 37.29
11 73.33 80.29
12 39.70 38.41
13 57.46 63.41
14 51.95 48,11
15 22,90 22.90
16 24 .42 25.46
17 56.05 55.97
18 95.21 106.74
19 18.15 18.04
20 208.24 105.71
21 67.82 66.43

Espectro de RMN-

mientos quimicos estdn referidos a TMS.

13

C de Aldosterona en DMSO., Los corri-
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T ABLA 11

Carbono FMPA
(Aldo I)
1 (39.00)
2 36.10
3 198.81
4 124,24
5 169.38
6 33.71
7 32,93
8 32.03
9 (48.69)
10 (38.49)
11 81.26
12 40.33
13 64.11
14 (50.44)
15 29.58
16 25.91
17 57.20
18 (106.18)
19 18.47
20 (105.64)
?1 66 .89
13

Espectro de RMN-""C a 25.2 MHz de la FMPA (forma I de
Aldo en la Figura 26). Solvente: CDC13. Los corrimien-
tos quimicos estdn referidos a TMS, Los valores entre

paréntesis pueden intercambiarse.



sentan diferencias significativas para los carczass 7, 9,
10, 11, 12, 14, 15 y 17. Asi el Carbono 18 (C-18) es ace-
tilico v el C-20 es hemicetflico como en III (Figura 26).

spectro de RMN de "H de la £fcrma mencs

e
0
a]
Q
ad
4]
0]
)=
'
n
(8]
@
§—
(]

2s*t2rcna (Takla 12) rresenta un cuartezc AB

L

pclar de Al
cara 2l grupo 2l-hidroximetilenc, el cudl sdlo es consis
tente con un C-20 hemicetdlico. El ancho singulete a

5,21 ppm y el ancho doblete a 4,81 ppm corresponden a 1los
hidrégenos de las posiciones 18 y 11 (H-18 y H-11l) respec

tivameate. Considerando la simetrfa de las 2 moldéculas de

Aldosterona en el dimero (Compuesto I, Figura 26) puede a
sumirse que los carkonos y protones simétricos son equiva

lentes dando resonancias a la misma frecuencia.

El espectro de masa de la forma menos polar de
la Aldosterona sin cderivatizar no mostré el idn molecular.

El i6n mds pesado que se observd fue el correspondiente

m
a 284. Este ién puede ser adjucdicado a la ruptura a
YA

través de las uniones C-18-0 y C-17-C-20 (¢ )

19 24

m
256 (C18

Z

También se observd un idn correspondiente a

H240 proveniente de 284-C0).

El espectro de masa obtenido para la forma menos
polar de 1la Aldosterona luego de ser silji)ads con BSTFA
(77) estd representado en la Figura 27. Aunque el jidn mo

tos a
m/e 756/757 Y 511/513 confirman 1la estructura dlme



TABLA 12

FMPA
Carbono (Aldo I)
4 5.72 (bs)
11 4.81 (bd) J = 6 Hz
18 5.21 (bs)
19 1.29 (s)
21 3.49 (2); 3.98 (d)
J = 13 Hz

Espectro de 1H—RMN a 100 MHz de la FMPA (forma I
de Alcdo en la Figura 26). Solvente: CDC13. Los
corrimientos quimicos estan refericdos a TMS.

bs= sefial ancha: bd= doblete ancho;

s= singulete; d= doblete.
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rica del compuesto, El orfigen propuesto para estos iones,
junto con el de otros fragmentos relevantes observados,se
indica en la Figura 28.

El hecho que el medio &cido catalice la formacidn
del dimero (I) puede ser explicado considerando que:

12} Si III es formado a partir cde II en condiciones
bdsicas (77), aquél debe ser revertido por &cido.

22) Dos moléculas de II deben experimentar una reac

cidn catalizada por 4cido para Qar I (Figura 26).

La baja polaridad de la estructura dimérica I,Puede
ser explicada .considerando que sus 4 oxhicdrilos estén

"tapados" o “"escondidos" dentro de la estructura lipof{li-

ca formada por los nicleos esteroicales.
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III) CAPACIDAD PRECURSORA PARA ALDOSTERONA DE 18-OH-B

(FORMA M) Y DE MAC,

Se estudid la capacidad precursora para Aldo de la
forma M de 18-OH-B y de su suspensién en medio HC1 1072 N
(MAC), bajo diferentes variables (Ver Materiales y Métodos,
Secciones V-A y V-B). MAC, como ya fue indicado es una
mezcla de cuatro fracciones,el 80% de la cual corresponde
a 18-Desoxialdosterona (Tabla 3).

En estos experimentos la Aldoséerona tritiada pro-
ducida es expresada como la suma de la forma usualmente
aislada mds su dfmero menos polar formado espontdnea y
reversiblemente luego de mantener al esteroide en medio
dcido, o como un metabolito de la Aldosterona, en las in
cubaciones.

El andlisis del incubado por.cromatografia en papel
en el sistema Bush B5 permite revelar seis zonas radiac-
tivas a partir de las cuales se cuantifican o semicuanti-
fican distintos compuestos y fracciones (Figura 29).

En la Tabla 13 se muestran los porcentajes de Aldos
terona producida bajo las distintas condiciones de incu-

bacién, excepto las correspnndientes a los experimentos

con Preincubacidn de las gléndulas.

Una observacidn de la Tabla 13 excluye al pH 7,4
como un pH conveniente para la formacién de Aldo. A este
pH, las cantidades de Aldo son en casi todos los casos

mas bajas que agquellas corresponcdientes a pHs menores (4,8




Rfs: 0,12

l

Figura 29:

P

18-0H-B
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Incubado

LeraH,

EI

Jl

Bush B

0,31 0,52 0,63 0,75 0,93

L -

Aldo-1 Ry, 4,33 R, 5,26 R, 6,33 Z—3R, 7,18

l M M M

e L HCO3K
l jf-—éMS
oX FMPA
Alcdo

Esquema del andlisis de los incubados por CP en el
sistema Bush 85(73). EI= extracto inicial del incu
kado en CIZCHZ; Aldo-I= Aldo impura: Ac= Acetilacidn:
Ox= Oxicdacidn; Ry 4,33; R, 5,26; R, 6,33 y R, 7,18=
formas menos polares de 18-OH-B; MS= material sapo-

nificakle; FMPA= forma menos polar de Aldosterona.
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TABLA 13,
[« 4
I o
7] z g
£ 8 3
Q wn g
l =Y — P>
o m /)] =z
[« %) > [|] O
4 (@) N
=S O o H
' [ ] 8] (< 4 L o
a ®) ~ O
g 175} T
l g £ 8 pH 3.3 pH 4.8 H 7.4 v
: < O O = d . P . <
& &0 @ m )
7] - o - 4
m [ a, = -
l a
l O 1 6,93 % 2,21 6.64 £ 0.76 0.67 ¥ 0.02 A
M
: 2 9.45 ¥ 2,37 7.12 ¥ 0.33 0.73 ¥ 0.01 B
a3 (@]
I 1 4.92 ¥ 1.43 8.66 £ 0.71 4.26 ¥ 0.02 c
Y MAC
l @ m 2 s5.88 ¥ 1.52 9.66 ¥ 0.53 5.57 ¥ 0.06 D
[
f' m o 1 3.60 ¥ o.s50 1.03 ¥ o0.15 1.00 ¥ 0.02 E
H M
Y w7 2 s.0at1.m1 1.32 ¥ o0.05 1.18 ¥ 0.03 F
| 2 o
H 1 3.65 ¥ o.58 2.65 ¥ 0.13 4.37 ¥ 0.02 G
l m MAC + + +
< 2 5.21 % 1.07 3.13 ¥ 0.12 5.70 ¥ 0.04 H
l < + + +
o 1 1.72 ¥ o.06 3.88 ¥ 0.27 2.66 £ 0,19 1
M
' H 2 1.89 ¥ o0.22 4.42 ¥ 0.36 3.81 ¥ o0.12 J
[
© 1 1.68 ¥ 0.23 5.68 ¥ 0.45 2.01 ¥ 0.04 K
nn M
' MAC N .
< m 2 2.88 ¥ o0.27 7.02 ¥ 0,97 2.89 ¥ 0.13 L
| ® <
° o 1 9.90 ¥ 0.67 7.32 ¥ 1.10 1.62 ¥ 0.02 M
w M
l o 2 10.45 ¥ 1.43 7.42 ¥ 0.92 1.68 ¥ 0.11 N
=
o .
l n 1 6.78 ¥ 0.68 5.41 ¥ 0.50 3.61 ¥ 0.37 o
2 ™ mMac
@ 2 8.12 ¥1.02 6.33 ¥ 0.60 5.47 ¥ 0.08 p
| <
Porcentajes cde conversidn a Aldosterona raio distintai concdiciones.
l Los valores se informan como promedio de triplicados - Error-estan-
cdar@. Para el +*ratamiento estadistico e 1los 2datos ver el texto.




=171~

y 3,3) (Lineas horizontales A a F e I a P). Solamente
dos lineas, G y H, exhiben cantidades de Aldo algo mayo-
res a pH 7,4, pero estas cantidades estdn lejos de ser
las dptimas.

Para los dos niveles de pH mids &cidos se observan
como mejores condiciones las dos subrayadas en la Tabla
13, o sea 1fnea D del pH 4,8 y linea N del pH 3,3.

Veamos ahora el resultado de andlisis estadisticos.

Si a partir de un primer ANOVA de 5 factores se ha
ce un andlisis exploratorio de los Qatos teniendo en cuen
ta sobre todo, las interacciones significativas, se llega
a las siguientes conclusiones:

a) Considerando el factor pH en sus 3 niveles, este
factor presenta diferencias significativas (p < 0.01) que
dejan de serlo cuancdo se elimina del andlisis el nivel
pH 7.4.

b) E1 factor tiempo es significativo en ambos casos

de pH, teniendo valores mds altos para el tiempo 2 hs.

Una ANOVA de 4 factores, con pH, a 2 niveles, o sea
"estado del precursor-conversién-precursor-pH a 2 niveles"
para los datos del tiempo 2 hs. demuestra que las interac-
ciones entre estos 4 factores son significativas. Luego,
mediante Intervalos de Confianza para la diferencia cde me-
dias del 95%, se deduce que no hay diferencias significa-
tivas entre el valor de la lfnea D-pH 4.8 con el cde la 1{-

nea N-pH 3.3. Por consiguiente estos valores son los 6pti-

mosS.
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Una tercera condicién, incubacidn de M a pH 3,3(1{-
nea B-pH 3,3) exhibe igualmente un valor alto para la pro
duccidn de Aldo, pero su alta variacidén (error estandard),
debida a que los valores de los triplicados son muy dis-
persoso conforma un intervalo que comprende a todos los
otros intervalos.

En la Tabla 13 no se muestran las conversiones ob-
tenidas con precursores encerrados en liposomas de grasa
subcutdnea (liposomas blanco) Ya que ellas fueron consis
tentemente insignificantes.

De todas las condiciones Sptimas para la procduccién
de Aldo, la de la "linea D-pH 4.8" (Tabla 13) es la de ma-
yor interés bioquimico. Las razones para esto son varias.
En primer lugar porque algunas organelas cde la célula vi-
va, tales como lisosomas (153) (154) y receptosomas (155)
(156), poseen aproximacdamente el mismo pH. En segundo lu-
gar porque, cde acuerdo a la teorfa quimiosmética de Mitchell
sobre la respiracién dependiente del transporte de iones
(157) la transferencia de electrones a lo largo de los
transportadores de la cadena respiratoria que estdn loca
lizadas en la membrana interna de la mitocondria, genera
r{a un gradiente de protones a través de esta membrama,
form&ndose asi una zona con alta densidad de iones hidro
mio. Por dltimo como tercera razén <debe mencionarse que,

bajo las condiciones dptimas para la biosintesis de Alcdo

a oH 4,8, los altos valores ce conversidn pueden ser acd-
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T ABLA 14,
ESTADO DEL
LIBRE LIPOSOMAS
PRECURSOR
+ ]
T
IPO  DE BIOTTICA CON
CONVERSION PREINCUBACTION.
(@)
PRECURSOR < <
= =
TIEMPO ,
(HORAS) — N — ~ — ~ — ~
o — o)) N O (Vo] [Tp] O
o <r o o o o — -
o o (@] o o O. C; o‘
T o +9 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
(a2} r~ wn ~ - — -4 — o
w o] r~ - (Vo) (Vo) (Ve Tp]
<3 7] Tp} O —{ !-r 1—: r—(-
(o] N (9] (Vo) ® Tg} w <
< — ~ (3] o o o (o]
o o o o o o O‘ O.
:5‘ e o] +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
<r O <r (@] r~ o <r r~ (Vo]
O o N {Tp} @ N o ™
™ wn <r O (@] -—r o —
™ [« 0] <r N - r~ <3 o))
i — ™ —{ - N —{ —
c; c; c; (=} o o o o
po of < +1 +1 +1 +1! +1 +1 +1 +1
e |\~ 7o) o r~ N o r~ un o
O (Vo] — (Ta} (=)} wn N wn
o~ C; N~ ™ —- N — ~

Porcentajes de conversidn a Rldosterona bajo distintas

condiciones, cuando las glancdulas adrenales fueron pre-

incubadas. L os valores se informan como promedio de tri
plicados ! EE. Para las condiciones metodoldgicas ver

al texto.
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ju@icados a una reaccidn enzimdtica (Tabla 13, restar
linea H de linea D para el pH 4,8) en contraste con las
otras dos condiciones dptimas mencionadas.

En la Tabla 14 se muestran los porcentajes de la
Alcdosterona formada, tajo distintas condiciones de incu-
bacidn, cuando se efectud la preincubacidn de las gldn-

dulas en el medio buffer, durante 20 minutos, antes Ce

agregar el precursor racdiactivo. Como puede verse los

porcentajes obtenidos son o0 menores o iguales a los ob-
tenidos en las incukaciones sin preincubacidn de las
gldndulas (lineas A a De I a L Qe la Tatla 13).

En las Tablas 15 y 16 se muestran los porcentajes
de 18-OH-B y 18-DAL respectivamente, remanentes al tér-
mino de las incubaciones. En ellas puede verse que cuan-
Qo el precursor era 18-OH-B, las cantidades de este es-
teroide al cabo @e la incubacidn disminuye a medida que

desciende el pH, siendo particularmente bajos en agque
llos casos en los que han formado otros metabolitos en
canticdad apreciable (Ver~Tablas 17 y 18). Por otro lacdo,
al partir de MAC como precursor siempre se obtiene 18-
-OH-B forma M, aumentando la cantidad de éste a medida
que aumenta el pH. Todo ésto hakla en favor cde 1la exis~
tencia @e un estado de equilibrio entre 18-OH-B y 18-
DAL. De todas formas es muy relevante destacar que este
estado @éindmico entre 18-OH-B y 18-DAL es distinto en

sresencia que en ausencia de tejido. En efecto, viendo



TABLA 15
o 4
a 5 o1 H
a m o0 3 2 H pH
] 512 &1 %
< Q @) > Q 303 4:8 7l4
= 3] Q. Z [#3]
wn o = (@] [0 4
[e3) Q. & O o
S b b
5 M 26,7° | 40,1 50,5°
O
« . MAC 12,5 17,22 30,6
o
@ S M 10,5 | 45,2 | go,1F
- -
=
- S b b
Lo}
@ MAC 12,6 40,6 68,42
M 34,4P | 45,22 | s54,6°
o
Q
3 b b
5 MAC 22,6 37,62 60,8
-
1] m
Lo
< |
a
o 3 M 7,6° | 58,4 70,2
— &
- @)
o
< mac | 14,3° | 40,3 |e4,9P

18—OH—B—3H remanente (%) al término de las incuka-
ciones realizadas, seguin la Seccidn V de Materiales
y Métodos, cdurante 2 horas. Los valores informados

son promedios de cduplicados (a) o triplicacdos (k).
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TAZLA 16.
—_— b 1 4
| : | ! | I
P | { !
| — | =
a x| o1 x
c31.3!83
251251 % oH 3,3 pH 4,8 | oH 7,4
< O O >\ ©
[ S o Z =]
w x |{H Of
(€3 e H} = QO Q.
<
b b b
o M 65, 4 20,1 7,3
™
C
3 B MAC 73,3 P 66,0 2 45,9 °
o
@ <
I B 50,8 2 39,3 P 12,7 °
o
-
@ | MAC 64,1 P 51,5 P 14,6 ©°
<
(@]
Hoo M 32,1 P 31,6 2 10,9 2
o ' ' '
< a | wac 45,7 ° 30,2 P a
= ’ .2 17,4
@)
1] «C
2 S Iwm 27,9 P 44,8 P 23,4 3
3 5
-
2 | MAC 38,4 P 46,3 2 30,3 B

Porcentajes de produccién de 18-DAL tritiada obtenicdos

en las incubaciones realizadas, segin la Seccidn V Cde

|
Materiales y Métodos, Gurante 2 horas. Los valores in-

formados son promedios de duplicados (a) o triplicados

(b).



TABLA 17.

- z
- 4 0! x
“Blw vla
g |5 £l . > "
= 0to > o 3,3 4,8 7,4
= m o z m
v o = (@) [ 4
ool 5 O] a

<

v M 2,86 1,93 1,14

&

O

@
@ < MAC 2,15 1,84 0,93
o
=1 &
— X M 3,12 2,07 0,98
- O

L

m

MAC 4,09 3,01 0,76

Porcentajes de produccidn de la forma menos polar
ée 18-OH-B de Ry 5,26 obtenidos en las incubacio-

nes realizadas, segin la Seccidn V de Materiales

y Métodos, CQurante 2 horas.

=177
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TABLA 18
- z
2 5 RE:
Slw nl!la PH o pH
O [ 4 Qa 24 [+ 4
Z O 219
E ols Zim 3,3 4,8 7,4
0 [« 4 = (@] [« 4
s M 7,21° 7,392 3,12°
-
=
o b
; m | Mac | 12,84 5,282 2,24F
o
o < | 11,23 | 11,09 1,76
[} —t
(3
a o
(o]
= | mac | 19,91® 9,37° 0,942
S | u 23,18P 5,193 2,362
-~ ’ ’ ’
[
2
o) a
g @ MAC | 17,14 6,21 1,422
(@]
o S |
b a b
& SN 8,13 7,14 3,89 |
J O
=
b
mac | 10,82°F 4,07° 2,202

Porcentajes de procduccidn de la forma menos polar Ce
18-OH-B ce RM 6,33 ontenidos er las incuktaciones

realizadas, segin la Seccifn V de Materiales y Méto-
dos, cdurante 2 horas. Los valores informados son prpo

medios de AQuplicados (a) o triplicados (k).



170

los porcentajes cde 18-DAL (Tabla 16) éstos son mayores
en ausencia de tejido, sokre todo a pHs bajas.

En las Taklas 17 y 18 se listan los porcentajes
corresponcdientes a las zonas racdiactivas reveladas en
la cromatografia del incukaco en el sistema Bush B5 con

Rf 0,63 (R, 5,26) y Rf= 0,75 (RM 6,33). Estas zonas ra-

M
diactivas se corresponden con dos de las formas menos
polares de 18-OH-B que componen el MAC (Ver Materiales

y Métocdos). Resultan destacakles de mencionar los altos
valores correspondientes al RM 6,33 (Tabla 18) gque se
obtienen tajo distintas condiciones. Por la cinética de
formacidén a partir Qe 18-OH-B + HCl, se ve que esta frac
cidn se compone ce un metabolito de 18-DAL (6), lo cual
podria tener consecuencias cinéticas (Ver Discusidn) so-
bre la capacidad precursora para Aldosterona.

Finalmente, en las Tablas 19, 20 y 21 se dan, para
algunas de las incukaciones realizadas, los porcentajes
correspondientes a los tres compuestos separacos a partir
Qe la zona racdiactiva de menor polaridad en la cromato-
grafia en papel (Figura 29): una forma menos polar de MAC
correspondiente a RM 7,18 (6); el material saponificarle

a 18-OH-B (MS): y el dimero Ge Aldosterona, para algunas

incukbaciones.
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ESTADO DEL|{ TIPO DE oH oH oH
PRECURSOR

PRECURSOR | CONVERSION 3,3 14,8 7,4

LIBRE BIOTICA M 5,0 (11,8 | 2,9

Porcentajes de procduccidn de la forma menos polar de

18-0H-B de RM 7,18, obtenidos en algunas e las incu-

taciones realizadas segun la Seccidn V Qe Materiales

y Métodos.

T ABLA 20

ESTADO DEL| TIPO DE pH pH pH
PRECURSOR
PRECURSOR CONVERSION 3,3 4,8 7,4
LIBRE BIOTICA M _J 2,4 2,5 10,29
Psrcentajes cde procduccidn de la FMPA obtenidcs en algunas
la Seccidn V de Ma-

de las incubaciones realizacdas segun

teriales y Métodos.
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ESTADO DELy TIPO DE pH oH oH
PRECURSOR
PRECURSOR { CONVERSION 3,3 4,8 7,4
LIBRE 2,4 2,5 3,2
BIOTICA M
LIPOSOMAS 1,8 2,2 2,8

Porcentajes @e procduccidn de MS obtenidos en algunas ce

les incubaciones realizadas segin la Seccidn V cde Mate-

riales v Métodos.
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IV) INCUBACIONES DE MAC-TRITIADA CON CANTIDADES CRECIEN-

TES DE 18-DAL,

Una vez determinadas las condiciones Sptimas para
la formacidén de Aldo a partir @e MAC (Takla 13, "lirea
D-pH 4.8),se realizaron incubaciones en esas mismas corn
diciones y en las mejores condiciones cde pH 7,4 (Tatla
13,"1inea D-pH 7,4"), pero ahora en presencia de cantida
Ces crecigntes de 18-DAL radioinerte (Taktla 22).

Al ir aumentando la cantidad de 18-DAL agregacda
al medio de incubacidn, el porcentaje de Aldo radiactiva
obtenida va cdisminuyendo mientras que la radiactividacd
correspondiente a 18-DAL va aumentando. Esto estaria in-
dicando que el compuesto del MAC que se convierte a Al-
do, en esas condiciones, es 18-DAL. Es cde hacer notar que
la disminucidn en la radiactividad de Alcdo no se relaciona
exactamente con el aumento en la radiactividad correspon
diente a 18-DAL. Esto puede ser explicado teniencdo en
cuenta que 18-DAL, 18-OH-B y las otras formas menos pola
res de este dltimo esteroide, se hallan en equilibrio
por lo que la Ceternminacidn de 18-DAL no se corresponde-
ria con la cantidad@ @e 18-DAL formada en el mecdio de in-
cubtacién, pudiéndose desplazar dicho equilikbrio ce una

” . . P
£srma no conocida cdurante el método de cdeterminacion.




"819e3o838p ou = QN
"83I3UTOTPEI 7JYyd-g[ OpP SO9PEPTIUED SejUT3ISTP op BFOUa8s3aId ua OpeT3lITI3 DVW UOD ‘seaoy

Z 93jueanp ‘ejel 8p Ssa[eUalIpe 3p SOj}Iend 3P SAUCTOEQNDUT US eBpeWIOI Oplv 38p sselejuadiog

21’06 €1'26 an an 0001
Sse'8L 0s°9¢L vz'o v'o 00T
T6‘8Y Tv'zs 8’1 962 0T
LL'SY LE'09 ov's €6'8 0

. (bn) ®3asutoTpea
v'e Hd g8'v HA v'L nd g'y nd

Tvdad = 8T

SIUSURWAI H -IVA-BT % optonpoad H=ORTV %

(A4 v149V L




-164-

V) CURSO DE REACCION PARA LA FORMACION DE ALDO A PARTIR

DE 18-OH-B.

Las Figuras 30 y 31 muestran el Curso cde reaccidn
para la tiosintesis ¢e 18-DAL: 18-OH-B y Aldo a partir
de l,2-3H-18-OH~B con cuartos de adrenales de rata a los
PHs 4,8 y 7,4. En ella se puede ver gue cualitativamente
18-DAL se comporta como un intermediario mientras que
Aldo lo hace como producto fi?al de la reaccidn, incdepen
dientemente cdel pH. Desde el ﬁunto de vista cuantitativo,
a pH 7,4 la formacidn de Aldo es menor; mientras que 18-
-DAL presenta, a este mismo pH, mayor dispersidn y una
curva tipo intermediario de reaccidn, aunque menos simple

o0 evicdente que a pH 4,8.

De esta forma puede asignarse la secuencia kiosin-

tética 18-OH-B ~918-DAL —# Aldo (Figura 32), a ambos pHs. -
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VI) EXPERIMENTOS DE CAPTURA.

Al incukar B tritiacda con cuartos de adrenales de

(]

rata a vH 4,8 en presencia de cantidades crecientes &

3 .
—~

ctivy

s
fu

[ oad

18-0+H-3 (forma M) racdioinerte, se ve que la ra
dad <Ze Aldc disminuye al igual que la de 18-2aAL, mien-
tras que la de 18-OH-B (M) aumenta (Takla 23). Lo mismo
se evidencia a pH 7.4.

Al incukbar B tritiada a pH 4,8 en pressencia de
cantidades crecientes de 18-DAL radioinerte, la radiac-
tivicdad de Aldo disminuye mientras que la de 18-DAL au-
menta (Tabtla 24). El1 mismo comportamiento se evidencia
a pH 7,4.

Por uUltimo, al incubar 1,2-3H-18-OH-B con cuartos
de adrenales de rata a pH 4.8 en presencia de cantidades
crecientes de 18-DAL radioinerte, la radiactividad corres
pondiente a Aldo disminuye mientras que la de 18-DAL au-
menta (Tabla 25). Al realizar el mismo experimento a pH
7,4, se encontraron dificultades en la medicidn de Aldo,
quizds debido a sus pequefias cantidades, obteniéndose
resultados muy dispersos.

Esta serie de experimentos haktla en favor de un

camino biosintético B ——> 18-OH-B —> 18-DAL — Aldo

(Figura 32) a ambos pis.
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TABLA 23,
3 3 3
M (ng) % 18-OH-B-"H % 18-DAL-"H Aldo-"H
0 7,0 5,1 11,3
1 9,3 5,3 8,0
2
10 11,4 4,2 4,9
4
10 12,7 2,1 2,6
6
10 15,9 1,5 1,7

fecto del

nroduccién de 18-DAL-

3

aumento Qe 18-0OH-B (M) racdioinerte sokre la

Hy Aldo-3H a partir de B—3H a oH 4,8,




T A BL A 24

18-DAL (ng) % 18-DAL--H % Aldo-H

102 9,1 3,7

104 10,6 1,3

Efecto del aumento de 18-DAL radioinerte sobre la

produccidn de Aldo-H a partir de 8-3H a oH 4,8,

I
I
I
!
1
I
I
I
|
|
I
|
|

160




18-DAL (ng) % 18-DAL-H % Aldo-"H
0 14,7 7,0
1 15,2 6,2
102 16,8 4,3
104 17,9 2,1
10° 20,1 0,5

~190-

Efecto del aumento de 18-DAL,

radioinerte soktre la

3

produccidn de Aldo—3H a partir de 18-OH-B-"H a pH 4,8,
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VII) REQUERIMIENTOS PARA LAS OXIDACIONES DE 18-OH-B Y

18-DAL PARA DAR ALDO.,

a) Requerimiento de NADPH,

En la TAbla 26 se muestran los porcentajes de Aldo
tritiada obtenidos a partir de los precursores 18-OH-B y
18-DAL en las condiciones indicadas en la Tabla 13 "li-
nea D- pH 4,8", pero con el agregado de distintos cofac-
tores. Se puede ver que siempre 18-DAL funciona como un
mejor precursor para Aldo que 18-OH-B, Por otro lado, el
sistema generador de NADPH (malato + NADPY) produce au-
mento de la procduccidn de Aldo llegdndose a un 16% cde ren
dimiento con malato 9 mM.

Estos resultados junto al aumento de la sintesis por
NADPH o malato sdélos, indicarfan que las oxidaciones de
18-0OH-B y 18-DAL para dar Aldo requieren NADPH en vez de
NADPT, Marusic y col. (93), y mis recientemente Kojima y
col. (82) y Aupetit y col. (95) obtuvieron los mismos re

sultados a partir de 18-OH-B a pH 7.4,

b) Requerimiento de 02.

En la TAbla 27 se muestran los resultados obtenidos
al incubar 18-OH-B y 18-DAL tritiados a pHs 7,4 y 4,8 en
Atmdsfera de carbdgeno o de Nitrdgeno. Puede verse que
la produccidn de Aldo tritiada en atmésfera de Oxigeno es
mucho mayor que la correspondiente en atmdsfera de Nitrd-
geno, haciéndose este efecto mds pronunciado a pH 4,8 que

a pH 7,4. Estos resultados indicarfan un requerimiento de
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T A B L A 27

Aldo producida tajo Carbisgens

Precursor oH
Aldo producida bajo N2

4,8 7,1
18-OH-Bi

7,4 4,5

4,8 8,2
18-DAL

7,4 5,3

Produccidn comparativa de Aldo bajo atmdsferas de

Carbdgeno o de Nitrdgeno, a partir de dos precur-

sores y a dos pHs.
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Ox{geno para la biosintesis de Aldo a partir de los pre-
cursores protados. Kojima y col. (81) (82) demostraron
recientemente los mismos requerimientos a partir de 18-
-OH-B a pH 7,4.

Estos experimentos sokbtre requerimientos de O2 Y
NADPH permiten concluir que la oxicdacidn requerida para
que se produzca Aldo a partir de los precursores usados,
consiste en una hidroxilacidn. Teniendo en cuenta los
resultados descriptos en las Secciones V y VI de Resul-
tados, se concluye que tal hidroxilacidn dete ocurrir

sobre 18-DAL (Figura 33).
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VIII) CAPACIDAD PRECURSORA PARA ALDOSTERONA DE OTROS

PRECURSORES.,

a) Formas menos polares de 18-0OH-B de RM 5,26: 6,33 y 7,18,

La incubacién a pH = 7,4 de cualquiera de las for-

mas menos polares de la 18-OH-B con excepcidn de R, 4.33

M
llevd constantemente a la formacidén, en proporciones se-
mejantes, de las 4 formas menos polares (RM 4,33; RM 5.26;

Ry 6.33 y Ry 7.18) y a la formacidn de una cantidad mu-
cho mayor de 18-OH-B (entre 70 y 90%) (Tabla 28).

La cantidad de precursor remanente fue en todos los
casos muy pequeiia y demostrd variaciones de escasa cuantia.
Por otro lado los porcentajes de conversién a Aldo siempre
fueron muy bajos (Tabla 28).

Resulta asf que las formas menos polares de 18-OH-B
de RM 5,26; 6,33 y 7,18 poseen muy baja capacidad precur-
sora para Aldo y que mds bien revierten a 18-0OH-B "M" por
efectos de la incubacidn.

En las incubaciones realizadas con los mismos pre-
cursores en ausencia de tejido no se obtuvo produccidédn de
Aldo pero s{ de 18-OH-B "M". Estos resultados parecen de-
mostrar que la formacién de 18-0OH-B y de sus formas menos

polares durante las incubaciones con estos precursores,se

deterfa a conversiones espontdneas.

b) Material saponificablé a 18-OH-B (MS).

De las incubaciones de MS bajo distintas condicio-

nes, surge que este precursor se transforma enzimidticamente
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TADBLA 28,
Precursor % Aldo % 18-OH-B
Ry 5,26 0,52 68,7
R, 6,33 0,91 50,1
R, 7,18 0,82 92,1

Porcentajes de Aldo y de 18-OH-B formadas durante
las incubaciones de las formas menos polares de
18-0H-B de RM 5,26; RM 6,33 y RM 7,18 con cuartos

de adrenales de rata, a pH 7,4, durante 2 horas.
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a 18-0H-B y Aldo. En efecto, en la Tabla 29 se ve que a
los dos pHs usados MS se transforma a 18-OH-B en mayor
proporcidn en presencia de cuartos de adrenales de rata,
que en su ausencia. Sin embargo el comportamiento a pH
4,8 es cuantitativamente mayor. Esto podria suceder debi
do a la mayor hidrdélisis que MS sufrirfa a pH mds 4cido.

El porcentaje de Aldo obtenido en todos los casos
ensayados fue muy bajo (Tabla 29) por lo que MS no resul
ta buen precursor para Aldo.

En la Tabla 30 se muestra que la presencia de 18-OH-
-B radioinerte en el me@io de incubacidén de MS tritiado
inhibe totalmente la produccidén de Aldo radiactiva, y au-

menta la radiactividad asociada a 18-0OH-B (forma M).
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i 4
l!
|
l T ABLA 29,
' Tipo de Compuesto
I Precursor pH 4,8 pH 7,4
Conversién Cuantificado
0.553 0.310
l 18-OH-B
¥ o0.022 ¥ o0.019
I Bidtica
: 0.058 0.008
| Aldo
' ¥ 0.008 ¥ 0.002
MS-3H
I 0.230 0.090
18-0H-B
l I o.030 ¥ 0.010
Abidtica
No- No
' Aldo Detectable Detectable
J
li Conversiones de 1,9 pmoles de MS , €n presencia y ausencia
: de tejido adrenal. Los valores se informan como promedio pa
l} error estandard,en pmoles.
I
|
I i
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TABLA 30.

pH 18-0H-B (pg) 18-OH-B-H Aldo-H
0 0.553 0.058
¥ o0.021 ¥ 0.008
4.8 41 0.619 0.004
¥ 0.033 ¥ 0.001
87 0.641 No Detectable
0 0.310 0.008
¥ o0.019 ¥ o0.023
7.4 41 0.352 No Detectable
¥ 0.023
87 0.340 No Detectable

Conversiones a lB-OH-B-BH Y Aldo-3H a partir de 1,9 pmoles
de MS tritiado y a dos pHs, en presencia de 18-OH-B radio-
inerte. Excepto los experimentos con 87 pg de 18-OH-B

(n = 1), el resto se realizaron por triplicado, informdndo-

se el promedio ¥ error estandard en pmoles.
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IX) LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS BIOSINTESIS DE ALDO

Y DE MS,

En las Figuras 34 y 35 se muestran las curvas de
tejido y de tiempo para la produccidn de MS a partir de
18-OH-B y 18-DAL a pH 7.4. En ellas se ve que los méxi-
mos valores de tejido y de tiempo que se hallan sobre la
zona recta del grédfico son 50 mg y 30 minutos respecti-
vamente,

En la Figura 36 se muestra la curva de tiempo para
la produccién de Aldo a partir de 18-OH-B y 18-DAL con
homogenato de 50.mg de tejido adrenal. De ella se obtuvo
el miximo valor de tiempo que se halla sobre la zona rec
ta del grdfico: 30 minutos.

Estas condiciones son las utilizadas luego para las
incukaciones correspondientes a determinar la localizacidn
subcelular de las biosf{ntesis de MS Y Qe Aldo: las fraccio
nes H, N, M, m y S provenientes de 50 mg de tejicdo adrenal
se incubaron durante 30 minutos con 1,8 PCi de 18-OH-B §
18-DAL (Ae = 6,9 PCi/pmol), determindndose luego MS y Aldo
tritiados.

En la Tabla 31 se muestran las actividades enzimdti-
cas de Succinico Deshidrogenasa, de la produccién de Aldo,
y de la pro@uccidén de MS. En ella se puede ver que estas
tres actividades enzimdticas se corresponden, h;lléndose
el mdximo valor de todas en la fraccién M, De la misma

forma, el miximo valor de Actividad especi{fica (Tabla 32)
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% MS 3
0,154
0,054
mg Ce
- > tejido.

50 100

Figura 34: Curvas de tejido adrenal para la produccidn
de MS (%) al incubar lB-OH-B-3H (a) o

18-DAL~—3H (bl Gurante 20 minutos a pH 7,4.

% MS

e

0,204

O,lo.
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1
no
O
Ca
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% Aldo-"H

Tiempo de
incukacidn (min)

4 ] 8.
30 60 90

Figura 36: Curva de tiempo para la produccidn de Aldo a
partir de 18-OH-B-3H (a) o lB-DAL-3H (b))
con homogenato de S0 mg de tejido adrenal, a

pH 7,4, en presencia de malato 5 mM Yy nappt

<

0,5 mM,

W
A
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T ABLA 31.

Actividades enzimiticas @e la enzima marcadora mito-
condrial (SDH); de la tios{intesis de Aldo a partir
de 18-OH-B y 18-DAL a pH 7,4 y pH 4,8; y de la bkio-
s{ntesis de MS a partir de 18-OH-B y 18-DAL a »H
7,4; en las fracciones subcelulares H, N, M, m y S
indicadas en la Figura 24, Para las definiciones de
Unidad enzimdtica ver la Seccidn XI de Materiales

y Métodos.
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T ABULA 32

Actividades especificas de la enzima marcadora mito-
condrial (SDH); de la tiosintesis de Aldo a partir
de 18-OH-B y 18-DAL a pH 7,4 y pH 4,8; y de la bio-
sintesis de MS a partir de 18-0OH-B y 18-DAL a pH
7,4; en las fracciones sutcelulares H, N, M, m y S

1

indicacdas en la Figura 24,
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corresponde para las tres enzimas a la fraccién M,
Por estas razones se concluye gue Aldo y MS se
tiosintetizan a partir de 18-OH-B y de 18-DAL en las mi-

tocondrias.
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X) LOCALIZACION SUBMITOCONDRIAL DE LA BIOSINTESIS DE ALDO.

En las Figuras 37 y 38 se muestran las curvas de te
jido y Ce tiempo para la produccidn de Aldo racdiactiva a
partir de B tritiada a pH 7,4. En ellas se puede ver que
los valores de tejido v de tiempo correspondientes a 30mg
y 20 minutos respectivamente, se hallan sobre la 2zona
recta de cada grdfico. Por esta razdn, estas condiciones
fueron las utilizadas en l9s experimentos siguientes.

En la Takla 33 se muestran las actividades enzimi-
ticas de Succinico deshidrogenasa marcadora de Membrana
interna, de Monoamina oxidasa marcadora de Membrana ex-
terna y de Adenilato quinasa marcadora de Espacio Inter-
memkbrana en cada una de las fracciones T, E, X e I obte-
nidas en el fraccionamiento mitocondrial, y en la frac-
cidn mitocondrial (M) del fraccionamiento subcelular. En
ella se puede ver que la actividad total en mitocondrias
de cada una de las enzimas marcadoras medidas es recupe-
radas-eficientemente en alguna fraccidn submitocondrial

particular. Por consiguiente se puede hacer la siguiente

correlacidn:

Fraccidn T: mitoplastos

Fraccidn E: membrana externa y espacio
intermembrana.

Fraccidén X: membrana exéerna.

Fraccidn I: espacio intermemkrana.

En la TAbla 34 se lista la actividad enzimdtica de
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TABLA 34.

Actividad enzimdtica de formacidn Qe

Aldo a partir de B (UE) en presencia de
Fraccidn

malato 5 mM

y NaDE* 0,5 mM NADP 0,5 mM

M 17,252 15,162

b 6,25°

E 1,28° 4,37°

| X 0,43° 0,84°
I 0,352 0,43°

T+ X + I 7,55 -

Actividad enzimdtica de formacidén de Aldo a partir
de B, bajo dos condiciones de incubacidn, en Mitocon
drias (M), en cada una de las fracciones submitocon
driales, y en mezclas de ellas. Para la identifica-
cidn de estas uUltimas asi también como para detalles
y condiciones de las incukaciones ver Materiales y
Métodos. Se define una UE como la cantidad de enzima
que transforma 1 nmol de sustrato en producto duran-
te la incutacidn. Los resultados son promedios de:

a:duplicados o b:triplicados.

A | I N O T D S D B T I S S B S N B e (T
-3
©
w
v
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produccidn de Aldo a partir de B en cada una de las mues-
tras ensayadas y en las condiciones de incubkacidn usadas.
En ella se puede ver que en presencia de NADPH 0.5 mM
sélo las muestra T y E presentan produccidédn significati-
va de Aldo, aunque ninguna de ellas, ni adn su suma, lo-
gra recuperar la actividad mitocondrial. Por otro 1lado,
cuando el medio de incubacidn es adicionado de malato

S mM y NADP 0.5 mM la dnica fraccidn submitocondrial que
oroduce Aldo es T, mientras que en las muestras de mez-
cla de fracciones sukmitocondriales, los mayores valores
se logran al reconstituir artificialmente la mitocondria
(T + Ey T+ X + I). Sin embargo tampoco en estas condi-
ciones de incutacidn se recupera totalmente la actividad

mitocondrial.



-213-

XI) EFECTOS DEL ACTH.

En lo que sigue se presenta la tabla en la que se
describen los rendimientos en pmoles de los cuatro meta-
bolitos a dos pHs y dos concentraciones de ACTH a partir
de dos precursores (Tabla 35). El rigor estad{stico exi-
ge para la resolucidn de este sistema un andlisis de va-
rianza de 4 factores, uno de ellos (pH) de 2 niveles, y
otro (concentracidn de trofina) de 3 niveles, con un ni-
mero consicderable de vias.

Este problema es colateral con respecto al tema
principal de la tesis ya que aquf sélo nos interesa in-
vestigar supuestos rendimientos simétricos de MS con res
pecto a Aldo en presencia de ACTH.

Resultados que en base a este razonamiento deben
considerarse como preliminares ya que se han obtenido
empleando contrastes por t de Student para dos muestras
sugieren que, independientemente del sustrato, la baja
concentracidn de la ACTH aumenta la procduccidén de Aldo
tritiada mientras que la alta concentracidén de la tro-
fina inhibe tal produccién (p ¢ 0.05). Sin embargo, ta-
les efectos serfan mds pronunciados a pH 7,4 que a pH
4,8, De esta forma el senticdo del efecto cde la ACTH de-

pender{a de su concentracién.

Por otro lado si se observa, en la misma tabla, la
oroduccidn de MS, puede verse que ésta estd influfda por
ACTH de manera inversa a la Aldo; ésto es, aumenta la pro

duccidn de MS a altas concentraciones de la ACTH, y dis-
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minuye a bajas concentraciones de la trofina. Estos efec
tos también serfan m&s pronunciados a pH 7,4 que a pH 4,8.

Estos resultados indicarfan una dependencia de las
producciones de Aldo de las de MS, la cual podrfa relacio
narse con la regulacidn de los niveles de 18-OH-B y 18-DAL,

Luego se realizaron incuktaciones con 1,2—3H—18-OH-B
a pHs 7,4 v 4,8 sin y con ACTH durante distintos tiempos
de incuktacidén., Los resultados se muestran en las Figuras
39 v 40.

En ellas se puede ver que a pH 7,4 (Figura 39 ) 0,3
pmoles de ACTH producen siempre aumento en la produccidn
de Aldo tritiada, mientras que 3000 pmoles de trofina pro
ducen, a tiempos cortos, mayor cantidad de Aldo y a tiem-
pos largos menores valores de Aldo, siempre con respecto
a controles,

Por otro lado a pH 4,8 si bien se puede afirmar la
misma tendencia, alqunas diferencias dejan de ser signi-
ficativas,

En estas mismas incubaciones también se semicuanti-
£ficd MS. A pH 7,4 (Figura4l), a tiempos de incukacidén ma
yores de 60 minutos, 3000 pmoles de ACTH hacen aumentar
la produccidn de MS, meintras con 0,3 pmoles de la tro-
fina se obtienen menores valores. A tiempos menores de
60 minutos hay tendencia ? la disminucién ée Aldo con am-

bas concentraciones de la trofina.

A pH 4,8 (Figura42 ) se obtiene el mismo esquema que

a pH 7,4 a tiempos largos. A tiempos cortos, 0,3 pmoles Qe
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la ACTH aparentan no tener efecto con respecto a contro-
les, mientras que 3000 pmoles aumentan la produccidn Qe
MS.

Por ultimo, independientemente del pH y de la con-
centracidn de ACTH, la 18-OH-B remanente (Figuras 43 vy

44 ) Cisminuye linealmente con el tiemps.
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DISCUSION

En el presente trabajo de Tesis se han obtenido las mayores conver-
siones de 18-OH-B a Aldo jamis informadas. Estas conversiones, iguales o
mayores aim que las de B a Aldo, fueron obtenidas bajo diferentes condi-
ciones (Table 13) todas las cuales tuvieron como comin denominador el me-
dio acido en el cual la forma M de 18-OH-B adopta formas menos polares.

De esta manera se estid ante un doble avance: por un lado la eviden-
cia de que formas menos polares de 18-0H-B, sobre todo una de ellas, son
intermediarias en la biosintesis de Aldo vy, por el otro, un nuevo aporte
al papel cada vez mis relevante que el medio dcido esti tomando en proce-
sos bioquimicos.

En efecto, no todo lo que ocurre a pHs muy dcidos es, al contrario
de lo que se pensd hasta lo afos 70, artificial. Basta demostrar que al-
gln proceso ocurra enzimiticamente o espontineamente en una de las organe-
las de contenido acido ( Ver Resultados ) para poder postular que estos
procesos forman parte de fendmenos vitales. Las evidencias cada vez mis -
concluyentes a favor de la Teoria de Mitchell no excluyen de esta posibi-
lidad a la fase inmediatamente externa de la membrana interna de las mi-
tocondrias (157). Los lisosomas tienen un pH entre 4 y 6 pero no se pue-
de afirmar alin nada concreto acerca del pH de la capa de espesor de pocas

mol8culas asociada a la fase externa mencionada

Precursoriedad de 18-DAL

Uno de los resultados importantes del presente trabajo de Tesis con-
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sistid en aisgnar definitivamente la estructura de 18-DAL al princijal

componente del MAC. Por otro lado, este compuesto ya habia sido postula-
do por Ulick como buen precursor para la biosintesis de Aldo en szpo,
pero este autor no pudo hallar a la 18-DAL como un componente biosinte-
tizado por dicha especie. Su rol como intermediario en la biosintesis de
Aldo a partir de B y de 18-OH-B ha sido ahora demostrado, pudiéndose es-
cribir el camino biosintético representado en la Figura 32.

El hecho de que ocurran conversiones espontineas desde M a 18-DAL
y de los dos esteroides a Aldo sugiere la existencia de pasos no ¢nzimi-
ticos en la Gltima parte del camino biosintético que lleva al mincralo-
corticoide. Para el caso analizado aqui de la transformacidn de M a 18-
-DAL, ésta podria ocurrir por alguna de las dos deshidrataciones pro-
puestas en la Figura 45.

Sobre la participacidn de esta reaccidn espontdnea en el mecanismo
biosintético de Aldo, las evidencias acumuladas en este trabajo de Tesis
( Tablas 23, 24 y 25 y Figuras 30 y 31 ) sugieren que, principalmente a
pH 4,8, la reaccidn a partir de M es iniciada por la formacién no enzimi-
“tica de pequeiias cantidades de 18-DAL a través de alguno de los dos meca-
nismos antes propuestos ( Figura 45 ), estabilizidndose esta ultima es-
tructura esteroide por el pH dcido. Luego,en una segunda etapa, acoplada
a la primera, la 18-DAL se hidroxilaria en la posicidn C-18, para dar lu-

gar, finalmente, a la Aldo.
El hecho de que esta Gltima reaccidn de oxidacidn sea, al menos par-
cialmente, catalizada por una oxidasa de funcidén mixta -tratandose por
consiguiente de una hidroxilacidn- estd comprobado por el efecto estimu-
lador del NADP+ y malato sobre la reaccidn ( Tabla 26 ). Recientemente

Kojima y col. (81) y Aupetit y col. (95) han actualizado ideas anteriores
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de Marusic y col. (93) sobre mecanismos enzimiticos para la hidroxila-
cion de 18-OH-B. A partir de los presentes resultados a pH 4,8 se su-
giere que sus ideas deben ser aplicadas a la hidroxilacidn de 18-DAL,
luego de su formacién a partir de 18-OH-B.

Como se menciond mids arriba existen razones para suponer la ne-
cesidad de un medio dcido para la reaccién espontinea de 18-OH-B forma
M a 18-DAL. Ahora bien, ;por qué es necesario un medio acido para obte-
ner alto rendimiento en la reaccién de hidroxilacidn, una reaccién enzi-
mitica que requiere poder reductor y proﬁablemente citocromo P-450?7 Si
la reaccidn general de hidroxilacién ocurriera como se ha mostrado en la
Figura 6, un exceso de protones deberia ser critico para no desplazar la
reaccion de hidroxilacién hacia los reactivos. En resumen un protdn se-
ria necesario para favorecer la conversién de M a 18-DAL y un segundo pro-
tén, para la reaccidn de hidroxilacidn de 18-DAL a Aldo (Figura 46).

Comparando este {iltimo esquema propuesto (Figura 46) con el suge-
rido por Ulick sobre la existencia de un camino biosintéticamente acti-
vo y otro inactivo (89) (Figura 15) se puede ver que ambos estdn en con-
cordancia. La pequeila diferencia entre ellos, asi también como con los
propuestos por Kojima y col. (81) y Aupetit y col. (95), reside en la
secuencia de reacciones: en este trabajo se postula una deshidratacidn
espontinea de 18-OH-B seguida de una hidroxilacidn del anhidrido, mien-
tras que en los otros se postula la hidroxilacidn de 18-OH-B seguida de
una deshidratacién espontinea. De todos modos es necesario aclarar que
los otros esquemas propuestos, si bien no son descartables al menos como
vias biosintéticas alternativas, sdlo se basan en la evidencia de la e-
xistencia de una hidroxilacidn, siendo el derivado dihidroxilado para

estos autores, hipotético.

La secuencia biosint&tica aqui propuesta (Figura 47) encierra



«0?}=

*PUOI33SOPTY 9P STS33IUFsofq el eaed so3zsandoad soseq :9p eanbid
0%H + _davN H]+ HAQVN + 0
+ +
'I'
[— I
LA
| I, B _
0 w H) 0 0 ”_V HD e O o o/ \omm OH o"ﬂ
[4 OH Z _
HO%HD HO%HO Ho%uy © HO%HD
0av TVa-81 g-HO-81 g




=205

la posibilidad de un sistema muy particular para la regulacidén de las
acciones de los esteroides a nivel renal. En efecto, habiéndose compro-
bado que 18-0H-B actila como eliminador de protones (9), que 18-DAL es
un antisodioretentor (158) y que Aldo actiia como potente sodioretento-
ra, se estd ante un esquema integrado, en el sentido de Monod (159),
donde no sdlo cada eslabdn y el producto final tiemen funciones dis-
tintas sino que los dos Gltimos esteroides tienen acciones exactamente
opuestas. De esta manera para cumplir con las necesidades del organis-
mo sdlo haria falta desplazar las reacciones en el sentido adecuado.

La existencia de reacciones espontineas en los caminos biosinté-
ticos de esteroides como la propuesta en esta Tesis para la biosinte-
sis de Aldo a partir de 18-OH-B, también ha sido informada por otros
autores. En efecto, tal como se dijo en la Intraduccidn, varios auto-
res proponen para la biosintesis de estrdgenos a partir de andrdgenos
tres hidroxilaciones consecutivas en las posiciones 2, 19 y 19, segui-
das de una reaccidn espontinea de reordenamiento que involucraria des-
carboxilacidn del C-19 y deshidrataciones, para concluir finalmente en
la aromatizacidén del anillo A del niicleo esteroidal (105) (107).

Resulta interesante efectuar una correlacidn entre la secuencia
de reacciones aqui postulada para la biosintesis de Aldo con la descrip-
ta para la biosintesis de estrdgenos. En ambos casos la reaccidn espon-
tinea esti precedida por hidroxilaciones que ocurren en dos carbonos
en posicién gamma y, mis aim, las posiciones C-2 y C-19 para la biosin-
tesis de eétr6genos son homlogas a las posiciones C-11 y C-18 para la

biosintesis de Aldo.

Finalizaré este titulo sobre precursoriedad de 18-DAL con algu-

nas ideas acerca de relaciones entre dicha precursoriedad y la distri-
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bucién submitocondrial de la biosintesis de Aldo hallada en esta Te-
sis.

La existencia de una zona de alta acidez se veria potenciada en
el interior mitocondrial por el gradiente protdnico que la Teoria qui-
miosmStica de Mitchell asigna a la cara externa de la membrana interna
de la mitocondria. Asi, podria suponerse que la 18-OH-B sea conducida
intramitocondrialmente a través de caminos que, terminando en el locus
de su transformacidén a Aldo, recorran zonas de acidez adecuada para su
conversidn a 18-DAL. Estas ideas sdlo serian razonables suponiendo la
necesidad de la integridad y en consecuencia de la coordinacidn del
interior mitocondrial. Una primera evidencia experimental que avalaria
esta suposicidn puede ser hallada en las incubaciones con fracciones
submitocondriales donde aparte de demostrarse la biosintesis de Aldo
en las fracciones T y E, en ninglin caso se recupera totalmente la ac-
tividad biosintética de la mitocondria intacta ( Tabla 33 ). Mis inte-

resante ain es el hecho que I + X en conjunto, o sea E, ofrezcan un buen
rendimiento de Aldo, pero que ninguna de estas fracciones submitocondria-

les por separado sean itiles a tal efecto ( Tabla 33 ).

Precursoriedad de otras formas menos polares de 18-OH-B

Los altos rendimientos obtenidos espontineamente a pH 3,3 con M en-
cerrado en liposomas ( pH 3,3 - linea N ) y los mis cuestionables con in-
cubaciones de M libre a este pH ( pH 3,3 - linea D ) son notables ( Ta-
bla 13 ). Sin embargo no sélo sus significados biolSgicos sino también
sus mecanismos permanecen oscuros. En primer lugar, ¢ por qué, a este,

pH, es M un mejor precursor que MAC ? Una respuesta parcial a esta pre-
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gunta, al menos respecto de " pH 3,3 - linea D ", puede ser encon-
trada en resultados no mostrados aqui. Estos resultados iﬁdican que
M en medio icido, ain después de cortos intervalos de tiempo, es in-
tensamente convertida en 18-DAL, incrementindose esta cohversiGn a
medida que el pH del medio decrece, mientras la 18-DAL agregada exd-
genamente es mis estable a pH 4,8. A un nivel de pH mds 3dcido este
éter es espontaneamente transformado en las fracciones ain menos po-
lares RM 5,26; RM 6,33 y RM 7,18 descriptas por Aragonés y col. (6);
como se demostrd en esta Tesis, ninguna de esas fracciones es buena
precursora de Aldo ( Tabla 28 ). Es entonces tentador especular que
la biosintesis de niveles Optimos de Aldo depende en gran medida de
la dindmica de migracidén de 18-0H-B dentro de la célula: si el pre-
cursor M migra a través de las porciones acidas de la cé&lula (pH 4,8)
a una velocidad adecuada, seri espontineamente convertida en 18-DAL.
Si este éter es '"visto'" en el momento adecuado por la segunda 18-hi-
droxilasa ( la segunda 18-metil-oxidasa (85) ) entonces la biosinte-
sis de Aldo serd 6ptima. En cambio, si el medio Acido continda y la
segunda 18-hidroxilasa no actda, entonces 18-DAL seria transformada |
a otras formas ain menos polares antes mencionadas.

A este respecto resultaria muy interesante estudiar la estruc- ‘
tura, la biosintesis, pero sobre todo la funcidn bioldgica de la for-
ma menos polar de 18-OH-B de RM 6,33 ya que bajo condiciones de pH 3,3

se produce en gran cantidad ( Tabla 18 ).

Las ideas expuestas en lo que antecede explican la buena pre-
cursoriedad de M " pH 3,3 - linea D ", o sea transformacién enzimiati-

ca de 18-OH-B libre a Aldo, pero aim no explican los buenos rendimien-
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tos de Aldo alcanzados espontidneamente cuando el mismo precursor se
halla envuelto en liposomas de adrenales ( " pH 3,3 - linea N " ) (Ta-
bla 13 ).

Es posible que, bajo estas condiciones, la forma M de 18-OH-B
pudiera interactuar con lipidos ( membrana? ) de la célula adrenal. Es
notable a este respecto que los esteroides encerrados en liposomas de
lipidos no adrenales no poseen propiedades precursoras. Las interaccio-
nes entre 18-OH-B y liposomas adrenales podrian bien ser del tipo 20-al-
quilo encontrado por Aragonés y col. (6). Estos autores describen cdmo
esta esterificacidn es catalizada por trazas de dcido. Ver también Usa
y col. (75).

Por qué este mecanismo espontdneo lleva también a altos rendimien-
tos de Aldo como aquéllos informados en " pH 3,3 - linea N " ( Tabla 13 )
es ain desconocido.

No obstante es digno de sefialar que se estd en presencia de una ca-

tilisis fisica de superficie que podria " emular " todo lo que hace un
sistema enzimitico: la sintesis de cantidades relativamente importantes
de Aldo a partir de 18-OH-B. Los liposomas han sido objeto Gltimamente
de una gran cantidad de publicaciones (160) (161) en las cuales se pone
&nfasis en sus propiedades terapéuticas ( ' targeting " de drogas ), y
ain en sus propiedades industriales ( catdlisis dtil en sintesis organi-

ca ). Pero no ha sido mencionado a mi conocimiento la posibilidad de que

un liposoma natural pueda catalizar reacciones generalmente consideradas

" bioquimicas ', reemplazando, en ese aspecto, a una enzima.

Ya en 1964 Pasqualini (162) demostré que tejidos corticoadrenales,

asi también como un tumor adrenal, obtenidos de un paciente con sindrome
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de Conn era capaz de convertir 18-OH-B tritiada a Aldo. El autor incubd
homogenatos de estos tejidos suplementados por NAD+ y fumarato a pH 7,4.
La recuperacion de Aldo a partir de estos incubados, aunque menor que la
obtenida en este trabajo de Tesis a pH 4,8 con 18-DAL en presencia de
NADP+ y malato, son sin embargo notables y seria de interés estudiar el
efecto de preparaciones patoldgicas similares sobre la estructura de
18-0OH-B. ; Podrian estos tejidos estabilizar alguna de las formas pre-
cursoras poco polares descriptas o alguﬁa otra forma menos polar de
18-0H-B, que también posea propiedades precursoras ?

Mis alla del mero campo especulativo para la elaboracidon de hi-
potesis quedan estos datos experimentales de pH 3,3 que para su enten-
dimiento global necesiten, quizids, de nuevos experimentos y/o de la apli-

cacidén de nuevas técnicas experimentales.

Nuevos compuestos NO _precursores

Ademds de 18-DAL se describen en la presente Tesis otros nuevos me-
tabolitos de 18-OH-B: la FMPA y MS.
Todos estos compuestos tienen en comin con los anteriores la carac-

teristica de ser, ellos también, menos polares que los esteroides que les

dan origen.

Para la FMPA no se ha podido demostrar aiin un rol bioquimico, pos-
tulandose que siempre se halla en equilibrio quimico con su forma mono-
mérica ( Figura 26 ). De todas maneras su descripcidn quimica permite

predecir la necesidad de tenerla en cuenta en las cuantificaciones de Al-

do.
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Bajo estas consideraciones se podria enunciar que uno de los pa-
peles de las formas menos polares de los esteroides formadas espontd-
neamente ( al menos " in vitro " ), podria ser el de permitir el pasa-
je a través de membranas ( plasmiticas, mitocondriales o nucleares).
Sobre este aspecto llama la atencidn que aparentemente la Aldo colocada
en presencia de células blanco tarda menos tiempo que otros esteroides
de menor polaridad, y por lo tanto mids lipofilicos, y en consewuencia
con mayor facilidad para atravesar membranas, en llegar al niicleo (163).

En este mismo sentido vale la pena destacar que aparte de las or-
ganelas acidicas mencionadas en la Seccién Resultados es bastante gene-
ralizada la suposicidn de que en una capa relativamente delgada justo
adyacente a las membranas, existe una alta acidez. Sobre esta base, y ya

en el terreno de la especulacidn seria dable suponer que siendo la Aldo

un combbnente altamente polar deba " adoptar una estructura de menor
polaridad para atravegar las membranas intracelulares, encontridndose
justo en estas Gltimas con las condiciones para adoptar aquellas estruc-
turas. Podrd ser la FMPA esta estructura ?

Una hipdtesis similar podria enunciarse para la 18-OH-B a la cual

el medio icido adyacente a las membranas transformaria en 18-DAL y/u

otros compuestos pocos polares de buena precursoriedad. (Véase también

todo lo expuesto al respecto en los dos titulos anteriores). Se super-—

pondrian entonces dos propiedades adquiridas en el medio 3cido que ha-

cen a la buena precursoriedad: a) configuraciones moleculares adecuadas;
[}

b) alta liposolubilidad que facilita el transporte a través de membra-

nas.
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Acerca de MS en particular, a la luz de los resultados aqui pre-
sentados ( Tabla 29 y 30 ) puede decirse que es un producto metabdlico
de 18-0OH-B, que necesita revertir a 18-0H-B para dar Aldo, y que podria
ser un compuesto de reserva frente a las necesidades biosintéticas de
la cé&lula, y las fisioldgicas del organismo.

Apoyando €sto 4ltimo resultan interesantes los hallazgos prelimi-
nares obtenidos con ACTH. Ellos indicarian que los niveles de 18-0H-B,
y por ende de 18-DAL, estarian influenciﬁdos por dos rutas de metaboli-
zacidn: una que forma MS el cual puede revertir al esteroide original
( Tablas 29 y 30 ) y otra que produce irreversiblemente Aldo. A su vez,
segin los estudios previos de regulacidn llevados a cabo en esta Tesis,
estas vias serian activadas o inhibidas por ACTH, en una forma dependien-
te de la concentracidén de la trofina, resultando efectos opuestos sobre
ambos metabolitos ( Tabla 35 y Figuras 39, 40, 41 y 42 ).

Es de hacer notar que aqui no se abre juicio sobre la naturaleza
fisiol6gica-o farmaaoldgica de las altas concentraciones de ACTH sino
que se utiliza este efecto bimodal de la trofina (22) como modelo para

estudiar relaciones MS-Aldo.

Distribucidn submitocondrial e ideas finales

A nivel submitocondrial se ha visto que en presencia de NADPH las
fracciones T y E biosintetizan Aldo a partir d? B, mientras que con mala-
to y NADP+ s6lo lo hace T ( Tabla 33 ). Este resultado es logico ya que
en E no se hallan ni la enzima mdlica ni el ciclo de Krebs.

De esta forma podria postularse que B o se transforma en Aldo en T
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( existiendo en T entonces las dos 18-hidroxilasas ) o se transfor-
ma en Aldo en E para lo cual hay que aceptar que las dos 18-hidroxi-
lasas se hallan separadas en las fracciones X e I. La 18-0OH-B genera-

da en E, o0 quizas también proveniente de T, deberia optar entonces

entre oxidarse a Aldo o acumularse como gs, como reserva.

De los hallazgos de esta Tesis surge que existen diferentes vias,
modos y condiciones conducentes a la biosintesis de Aldo ya sea secuen-
cial o altermativamente. Este hecho no nos debe sorprender dada la com-
plejidad de la regulacidn del equilibrio electrolitico a través de mine-
ralocorticoides, hormonas &stas que, en vista de su imprescindibilidad
para el organismo, no debenhallarse limitadas a un s6lo camino de bio-
sintesis enzimidtica. Es en este contexto que hay que entender desde un
punto de vista bioldgico la multiplicidad y heterogeneidad molecular de
las posibilidades de transformacién de 18-OH-B a Aldo. Tampoco se pue-
den excluir posibilidades de biosintesis de Aldo que obvian a la 18-OH-B
y ain a B tales como los descriptos por Muller (27) y Vinson y White-

house (91). E1l esquema de la Figura 13 es particularmente interesante

para generalizar posibilidades de biosintesis de esta naturaleza.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de Tesis se han encontrado emn las incubacio-

de 18-0OH-B igui i :
nes de OH-B los siguientes metabolitos 1) Las formas menos polares de

18-0H-B previamente obtenidas por suspensidn de este esteroide en medio
acido (6). Estos metabolitos forman parte de la fraccidén denominada MAC
en esta Tesis.
2) MS
3) FMPA, también obtenida en es-
ta tesis al suspender Aldo en HCl.
Para estos metabolitos se han podido realizar las siguientes cafac—

terizaciones estructurales: " ..
1) Se confirmé que el principal componente del

MAC era la forma menos polar de 18-OH-B de RM 4,33 (6). Se demostrd por
RMN que dicho material consistia en 18-DAL. Para las otras formas menos po-
lares de 18-0H-B : RM 5,26; RM 6,33 y RM 7,18, se efectuaron caracteriza-
ciones quimicas tales como sus estabilidades en residuo seco y en medio a-
moniacal (Tabla 5).

2) Para MS se propone una estructura de un &s-
ter de 18-OH-B.

3) Para la FMPA se demostrd la estructura de
un dimero (Figura 26).

Se han podido asignar las siguientes propiedades bioquimicas:l) Pa-

ra 18-DAL se demostrd que es intermediario en la biosintesis de Aldo a

partir de B y de 18-OH-B en , al menos, una de las vias biosintéticas del

mineralocorticoide. Se demostrd que la oxidacidn de 18-DAL a Aldo consis-
|

te en una hidroxilacidén. También se ha demostrado buena capacidad precur-

sora para Aldo de algunas preparaciones de M (Tabla 13), aunque no esta-

mos seguros de su importancia bioldgica. Sin embargo para una de aque-
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llas condiciones, la que se refiere a la conversién espontanea a Aldo
de M incorporada a liposomas, se demostrd la especificidad para lipo-
somas preparados a partir de lipidos de gldndulas adrenales.

2) Pa-
ra MS se postula una funcidén de reserva de 18-0OH-B: las diversas concen-—
traciones de ACTH regulan su concentracidn en forma simétricamente o-
puesta a la Aldo ( Tabla 35 y Figuras 39, 40, 41 y 42 ).

La naturaleza de la reaccidén de obtencidén de los metabolitos men-~

cionados es la siguiente: - P
g 1) 18-DAL, espontdnea y enzimitica.

2) MS, sb6lo enzimitica.

3) FMPA, s6lo espontinea. Este dimero se halla
en equilibrio con Aldo. Por lo tanto es importante tenerlo en cuenta para
los dosajes de Aldo.

La localizacidn subcelular de las biosintesis de Aldo y MS se halld
en Mitocondrias.

La localizacidn submitocondrial de la biosintesis de Aldo se hallé
en Mitoplastos ( con malato + NADP+ y NADPH ) y en la membrana externa +
espacio intermembrana, fraccidn E ( sbdlo con NADPH ) siendo cuantitati-
vamente mis importante el primer lugar de biosintesis mencionado. Bajo
ninguna condicidn de incubacidn se recupera la actividad biosintética mi-
tocondrial. Por consiguiente se postula la necesidad de la integridad mi-

tocondrial para la Sptima biosintesis. q

%
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