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lB-OH-B:

Aldo:

Forma M=

B:

NADPH:

NADP+=

NADH:

lB-OH-DOC:

CGL=

EM:

lB-DAL=

ATP:

ACTH:

CP:

A B R E V I A T U R A S

18-Hidroxicorticosterona=4—pregnen —
—ll ,18,21-triol-3,20—diona.

Aldosterona=4—pregnen-l8-0xo­
-11 ,21-diol-3,20—diona.

Forma más polar.

Corticosterona: 4-pregnen-ll ,21­
-diol—3,20-diona.

Nucleótidode dihidrotrifosfopiridina.
Nucleótidode trifosfopiridina.
Nucleótido de dihidrodifosfopiridina.
18-Hidroxi-l1-desoxicorticosterona­
4-pregnen-18,21-diol—3,20-diona.

1l-Desoxicorticosterona=4—pregnen-21­
-ol—3,20—diona.

Longitud de onda.

Cromatografía gas-líquido.
Espectrometría de masas.

Infrarrojo.
l8-Desoxialdosterona=4—pregnen-21-ol­
—3,20-diona-11p,18—óxido.

Adenosina-5'—trifosfato.

Adrenocorticotrofina.

Cromatografía en papel.

actividad específica.
Relación de M:distancia recorrida por
una sustancia/distancia recorrida por
la forma M de 18-OH-B.



CLAP:

v-l

rh:0

II

RMN:

TLC:

HPTLC:

FMPA:

EI:

MS:

TCA:

MAC=

Cromatografía líquida de alta presión.

Tiempode retención.

Relación de frente: distancia recorri
da por una sustancia/distancia reco­
rrida por la fase móvil.

Resonancia magnética nuclear.
ultravioleta.
Cromatografía en placa delgada.

Cromatografía en placa delgada de alta
performance.

Forma menos polar de la Aldosterona.

Extracto inicial.

Material saponificable.
Volumende retención.

Acidotricloroacético.

Suspensión de la forma Mde lB-OH-B en

HCP, compuesta por el reactivo remaneg

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

denominadas RM 4,33; RM 5,26; RM6,33

y RM7,18. Para RM4,33, el componente

mayoritario, se determinó la estructura
de 18-DAL.
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I N T R O D U C C I 0 N

I) ESQUEMA INTEGRATIVO Y REGULATORIO DE LA ALDOSTERONOGE­

NESIS.

Esta tesis pretende ser un estudio integrado del
metabolismodel esteroide lB-hidroxicorticosterona

(lB-OH-B)con particular énfasis en la biosíntesis de

la Aldosterona (Aldo) la hormonasodioretentora.natu­

ral más activa de las conocidas. La lB-OH-Ben su do­

ble carácter de hormona y de precursor es tema de es­

tudio del laboratorio del que formo parte desde sus

albores en los años 70. Diversas tesis (l) (2) (3) y

otras publicaciones (4) (S) (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 biosíntesis de\
corticosteroides en la foca de Weddell, en cierta ma­

nera el origen de un extenso plan de investigación.

Se observó, 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 hasta hace poco hipotético precursor, la
lB-OH-B (11).

Este hecho de observación planteó ya en ese en­

tonces tres preguntas, referidas respectivamente a las
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razones fisiológicas de la acumulación de lB-OH-B, a

las de la inhibición de la Aldo y al mecanismoy con­

diciones que modulaban la transformación de 18-0H-B a

Aldo; o sea cuáles serian los mecanismosy las condi­

ciones bajo las cuales la lB-OH-Bse transformaria a

Aldo, cuáles las que impedirian esta transformación y

las causas mecanisticas para estas modificaciones.

Las dos primeras preguntas darían lugar a una

linea fisiológica que demostró para la lB-OH-Bun pa­

pel especializado en el transporte de iones hidronio

hacia la luz del nefrón (8) (9). El esteroide hidroxi

lado, probablemente bajo su forma Mcomunmente aisla­

da (ver más adelante), seria una de las hormonas de la

corteza suprarrenal involucrada en la homeostasis áci­

do-base ya que la glándula interviene en dicha regula­

ción en forma integrada¡con todas sus hormonas (12),y

la lB-OH-Bintervendría en la eliminación de protones

sin necesidad absoluta de retener Na+ (8). Una espe­

cie pulmonada y anfibia como la foca, que además posee

un hábitat marino, no requeriría retener este catión

sino que deberia eliminar protones acumuladosdurante

105 PerÍOGOSde apnea, sin que esta eliminación depen­

da de un intercambio con iones Na+. Para una mayor ex­

plicación de estos requisitos véase por ejemplo (13).

Es la tercer pregunta sin embargo, aquélla que

se refiere a C°nd1°1°nes Y mecanismosde biosintesis

de la Aldo, la que posee un contenido más inmedia ­
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tamente relacionado con la endocrinologia molecular y

con los caminosbiosintéticos de los esteroides adre­
nales.

Si se representan,en efecto, las fórmulas planas

de los últimos eslabones presuntos de la biosíntesis de

la Aldo, aquéllos que se encuentran supuestamente 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
l 13

Nuclear (RMN)de C (lS) (18) y también losH y de

métodos de Espectrometría de masas (6) demuestran la

predominancia de las formas hemiacetálicas para 1a 18­

OH-B (19) y para la Aldo (20).

Se habrá observado que desistí de trazar flechas

verticales en este esquema, y ello por una razón obvia:

mal pueden ser precursores de los metabolitos de mayor

estado de oxidación, los correspondientes a la Aldo,

los metabolitos del estado de oxidación intermedia, puefi

to que el equilibrio entre estos últimos se halla des
plazado hacia formas cuya ciclización es opuesta a la
de las formas también cíclicas más estables de la Aldo.

Unahipótesis temprana de este (ll) y otros labo­

ratorios (21) admite que estas ciclizaciones opuestas



é:

('ÉHZOH

0/\

H0HzCC-OH

HC=0

H0z

ú w­

00

CHOH

C

H0'HZOHí0\.z

0——CH‘500—-OH

——LW __‘l
v—*-—

I

000



.5.

podrian ser de algún modoresponsables de la falta de

precursoriedad de la forma comunmenteaislada de 18­

OH-Bpara el mineralocorticoide. Esta hipótesis se

completó con otras,ya propias de nuestro laboratorio,

según las cuales podrian existir condiciones que per­

mitieran desplazar los equilibrios de la 18-OH-Bhacia

buenas formas precursoras y que en aquellas condicio­

nes y entre estas noveles formas habria que buscar tan­

to los mecanismos para la biotransformación de 18-OH-B

a Aldo (5) (11) como las condiciones para la regulación

de esta transformación (22).

Los capítulos de Introducción que siguen tratarán
en detalle cada uno de los eventos moleculares enuncia­

dos a vuelo de pájaro en los párrafos anteriores. En
los resultados se analizarán luego las particulares for

mas de la lB-OH-Bque resultan ser buenos precursores,

se describirán los métodos que llevan a su separación y

a la elucidación de sus-estructuras y se ahondará en las

condiciones fisicoquímicas (pH, concentración iónica) y

bioquímicas (presencia de enzimas, de cofactores y de

trofinas) óptimas para su transformación a Aldo.
En la discusión se abrirán juicios sobre los po­

sibles mecanismosde esta transformación y se emitirá

una hipótesis sobre regulación de hormonasesteroideas
a través de transiciones entre formas isoméricas de mg

léculas precursoras pequeñas.



II) OXIDACIONES EN LOS CAMINOS ESTEROIDOGENICOS.

A partir de pregnenodona surgen los caminos es­

teroidogénicos que llevan a compuestos más oxidados:

la aldosterona (Figura 2), el cortiSol (Figura 3) y­

los estrógenos (Figura 4). Aunqueestos caminos son

bien conocidos desde hace decenios resumiré las carac­

terísticas másnotorias de las reacciones involucradas,

de los metabolitos finales y de los eslabones interme­

dios, tratando de generalizar, dentro de lo posible,

correlaciones entre eventos y estructuras moleculares

por un lado y propiedades biológicas así comorequeri­

mientos homeostáticos 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 categorías:

Categoría A:

Precursores puros a los que hasta ahora no

se les conoce función hormonal. Ejemplozpregnenolona

(Figura 2).

Categoría 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).



‘í "3:0

o
pregnenolona

ï"3
H c:o H3
"a" ÍZO

O . oa : f
18- OH progesterona progesterona

Í’Qc’" c HZOHH :0
"3.. =°

«‘——-­
o o

18-0H dosoxicorticosto- 11-dosoxicorticosterma
¡ona

iban
C:O

88:
coflicostarona

quonH :0
"3..

H0

18- OH corticosterona

' cruzan
I 5=°
l

HO

r'-‘-r--­
Il ll Év‘

O aldostarona

1

Figura 2: Caminosbiosintéticos que llevan a
Aldosterona.



HO no
pregnenolona 17-; - OH pregnanolona

c H "33 í
¿:o C

C:

(¡fi o}
11-dosoxicortícosterona 11- desoxicorrisol

o O

progesterona 17x. - OH progesterona

fuga" Enzo H—0

"'OH

iMzOH ‘íHZOH
C:0 C=O

corticostarOna cortisol

Figura 3:

corflsona

Caminosbiosintéticos para glucocorticouïes.



Pregnenoïona

1

Androstenediona

1

H0eo"
Estrona

O

17c<-OH-Pregnenolona

l o

“mb
Dehidroepíandrosterona

EH3
C=:O

_’56h
0

Progesterona

CH

1 -3C::O

-.OH

17ok-OH-Progesterona

OH

Testosterona

17fJ-Estradioï
t

Figura 4: Caminosbiosintéticos‘que llevan a
Andrógenos y Estrógenos.



.10.

Categoria C:

Esteroides de reserva con poca o ninguna

actividad hormonalper se pero fácilmente reversibles

a esteroides hormonalmenteactivos. Ejemplos: Cortisg
na (Figura 3), Androstenediona (Figura 4).

Categoria D:

Hormonasque se encuentran al final de un

camino, que no son precursores de otras hormonas y a lo

más se metabolizan a catabolitos inactivos. Ejemplos:

Aldo (Figura 2), Estrógenos (Figura 4), Cortisol (Figu­
ra 3).

Categoria 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. Unejemplo clásico es el papel catabóli­

co que se le asignó a la 5 oc -dihidrqtestosterona has­

ta hace aproximadamente 20 años , 1a que ahora es con­

siderada como la hormona androgénica más activa de las

conocidas (23). De tal modo) si bien las categorias
sigüen conceptualmente válidas sus integrantes se ha­

llan expuestos a continuos cambios de ubicación debido

a la interpretación de nuevos hechos experimentales.

Es casi redundante decir que los avances a lo
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largo de los caminos metabólicos llevan a eslabones

cada vez más oxidados y que finalmente terminan en los

esteroides pertenecientes a la categoría de hormonas

"Puras" (Categoria D).

En general, estos esteroides que se encuentran ‘

al final de los caminos son también las hormonas más l
activas, o sea las que en menores concentraciones ac­

túan. Sin embargo se trata también de las menos plás­

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, así

comode los estrógenos, los que en muchos aspectos se

asemejan a la Aldosterona.

La peculiar ubicación de la lB-hidroxicorticos­

terona en este esquema dependerá de la demostración de

su carácter precursor para el mineralocorticoide.
¿Cómointervienen las 3 clases de reacciones que

hemosvisto en la biosíntesis de cada una de estasjca­

tegorias de esteroides?. Los avances a través del cami­

no metabólico 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 ( Categoría B) así como hormonal pura

(Categoria D); por necesitar oxigeno molecular; y por
usar nucleótidos reducidos (NADPH)que se oxidan junto

al esteroide.
La irreversibilidad se logra a través de una ca­
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dena oxidativa cuyo último eslabón es el citocromo

P-450, único eslabón de la cadena que puede aprove­

char el oxigeno molecular (Figura 5).

La reacción general para las hidroxilaciones

se representa en la Figura 6. En ella se puede ver

que, tal comose comentó antes, el esteroide y el ng

cleótido se oxidan, constituyendo la otra hemirreag

ción la reducción del 02 a HZOy al grupo oxhidrilo

del esteroide. De este modoel requerimiento simulté

neo de O2 y de NADPHserá un hecho experimental que

permitirá asiguar un mecanismode hidroxilación a una

dada oxidación. El NADPH,necesario para la hidroxi­

lación, en general no atraviesa con facilidad las
membranasde las distintas organelas celulares (25).
Es asi comoen las hidroxilaciones mitocondriales el

NADPHsuele generarse, experimentalmente, por el a­

gregado de intermediarios del ciclo de Krebs; o bien
por el agregado de malato y NADP+.En el primer caso

se activa el funcionamiento del Ciclo y se genera

NADHque por acción de la enzima transhidrogenasa-ATP

dependiente se transforma en NADPH(26) (27). En el

29 caso el malato se oxida a piruvato por acción de

la enzima málica mientras que el NADP+se reduce a

NADPH(28) (29).

El citocromo P-450 que produce la reducción del

oxigeno molecular (Figura 5) es específico para las
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E:asteroideahidroxilar. E-OH:asteroidehidroxilado.
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posiciones a hidroxilar. En efecto, han sido purifi­

cados (30-31) o por lo menosdescriptos (32) varios

tipos de citocromo 9-450 en tejidos esteroidogénicos:

el citocrorno P-450-11 P responsable en la mitocon­
dria adrenal de las hidroxilaciones en las posiciones

C-ll y C-lB de pregnano esteroides (30) (31) (33) y

en la posición C-l9 de la lB-OH-DOC(34) (35); el ci­

tocromo P-450-SCC también mitocondrial a1 cual se une

el colesterol para hidroxilarse en las posiciones C-ZO

y C-22 y luego sufrir la pérdida de 1a cadena lateral

(C-ZZ a C-27) (36) (37) (38); el citocromo P-4SO-micrg

somal de adrenal para la hidroxilación en las posicio­

nes C-17 y C-Zl (27) (39) (40) (41): el citocromo 9-450

también microsomal para la hidroxilación en la posición

C-l7 de pregnano esteroides seguida de la pérdida de

la cadena lateral para dar lugar a los andrógenos (42)

(43); el citocromo microsomal P-450-AROM(aunque tam­

bién se lo ha hallado en mitocondrias de placenta (¿4)

(45))responsable de las hidroxilaciones en la posición
C-l9 de los androstanos para dar lugar a los estróge­

nos (32) (46). Los citocromos P-450-11‘5y SCCsuelen
ser llamados en conjunto P-450-S (47).

Conrespecto al citocromo P-450-11l5 se han

intentado separar las actividades enzimáticas para
las hidroxilaciones en las posiciones C-ll y c-1a con

resultados negativos (30). En efecto,1as evidencias

acumuladas apoyan la existencia de una sola proteína
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NADPH + ¡1+ + o + EECH ——> NADP+ + H2 O + EEEC—-OH2

Figura 6: Reacción Gral. para las hidroxilaciones

EECH: núcleo esteroide y su carbono a

hidroxilar.

+ ¡'H +a. NADP+13: __x ==C NADPH + H + E C O

OH

OH O

+ NADPH + H+

HO

Figura 7:

a. Reacción Gral. para las deshidrogenaciones

: núcleo asteroide y su carbono a
OH

deshidrogenar.
l

i

Ib. Reacción de deshidrogenación sobre Estradiol

para dar Estrona.
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responsable de ambashidroxilaciones: en 1a electro­

foresis en gel de poliacrilamida del citocromo P-450­

ll{b se obtiene una sola banda (30); a través de di­

versos pasos de purificación la relación “actividad

de 11{b-hidroxilación/actividad de 18-hidroxilación"

se mantiene constante (30); el análisis de la estruc­

tura primaria del citocromo P-450-11‘5 da un sólo a­
minoácido terminal (48): 1a reacción sobre gel de a­
garosa por difusión doble entre el citocromo P-450­

11‘5 purificada que contiene ambasactividades enzi
máticas y su antisuero obtenido de conejo da una sola

banda de precipitación (48).

_Por otro lado Momoiy col. (49), estudiando la

actividad del citocromo P-450-11(b en porcinos, bg
vinos, cobayos, conejos y ratas, encontraron que 1a

actividad de 11 ¡5- hidroxilación y de lB-hidroxilación
sobre ll-desoxicorticosterona (DOC)es máximaen la

rata, mientras que 1a actividad de 11th -hidroxilaci6n
sobre 18-hidroxi-11-desoxicorticosterona es minimaen

la mismaespecie. Esto indicaria que existe diferente

distribución de las actividades hidroxilásicas depen­

diente de 1a especie animal.

Unas palabras sobre otros criterios experimen­

taies para el estudio de 1a especificidad de un cito­
cromo 9-450 dado: La unión del esteoride al citocromo

9-450 se puede detectar por un corrimiento en la ban­

da de Soret de 1a proteina hémica. La primera investi
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gadora que realizó esta importante observación fue

Naramsinhulu (50). Los resultados fueron posteriormen
te confirmados (51) (52) (53). La interacción del li­

gando (sustrato) con el citocromo resulta en cambios

característicos en los A máxy l mín del espectro

de absorción (54). Los cambios obtenidos luego de la

unión del ligando a1 citocromo P-4SOcon respecto a

1a proteina libre han sido clasificados en dos tipos:

El espectro de tipo I con un máximo 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 átomode

Fe hémico (55): y el espectro de tipo II con un máxi­

mo a 420 nm y un minimo a 390 nm, indicativo de un

cambio hacia el estado de spin inferior el cual pue­

de ser causado por la interacción del Fe hémico con

una base nitrogenada (56). La aparición o no de tales

cambios espectroscópicos indica entonces la existencia
o no de interacción entre los esteroides y el citocro­

mo P-450.

Así se ha visto que el citocromo 9-450 de tes­

tículo se une preferencialmente a pregnano esteroi­

des (57) y que el de placenta une C-l9 esteroides (58).
Esto indicaría también la existencia de varios tipos

de citocromo P-450 los cuales unirían al tipo de es­

teroides que el tejido específicamente metaboliza (54).
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Las enzimas asociadas a la función de hidroxi­

lación del citocromo 9-450 se denominan oxidasas de

función_mixta (59) (60) o hidroxilasas (22) (60) (61).

Estas enzimas tienen compartimentalizadas sus activi­

dades a nivel de órganos y a nivel celular. Por ejemplo
la actividad 21-hidroxilásica no se halla ni en ovario

ni en testículo pero sí se halla en adrenal (62). Con

respecto a esta última glándula cabe mencionar que po­

see todas las actividades hidroxilásicas o sea las de

las gonadas y las propias características, aunqueen

distinta proporción en cada una de las zonas anatómi­

cas (47) (Ver más adelante).

El 29 tipo de oxidación es el de la deshidroge­

nación, reacción NADP+dependiente que, dado el carác­

ter oxidante del co-factor, puede realizarse en medio

exento de O2 (anaeróbico). Son ejemplos tipicos la reac­
ción de Cortisol a Cortisona; de Corticosterona a

ll-dehidrocorticosterona (compuestoA): de TestoStero­

na a 6.-4-androstenediona; de estradiol a estrona.

La reacción genera1, junto a algunos de estos ejemplos,

se halla representada en la Figura 7. Las caracterís­
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 biológico menos activo (a1 reves de lo que
ocurría en las hidroxilaciones): a este compuestooxi­
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dado se le asigna un papel de sustancia de reserva,

por lo menos en los ejemplos anteriores. Es así que

la Cortisona muchomenos afin por los receptores de

las glucocorticoides que el Cortisol, constituye una

forma de reserva glucocorticoidea durante el desarrg

llo fetal. A medidaque el feto se desarrolla el equi
librio Cortisona ra Cortisol se desplaza hacia la de­

recha, compitiendo ademáslos receptores del Cortisol

en forma creciente por el sustrato con la deshidroge­
nasa.

Hay una notable excepción en estas deshidrogena­

ciones: la que se produce a la altura de la isomeri­
zación del doble enlace 5-5-6 a doble enlace A-4-5

con simultánea deshidrogenación del oxhidrilo en posi­

ción C-3; por ejemplo la transformación de Pregneno­

lona a Progesterona, Figura 2. Esta reacción es irre­
versible (Ver sin embargo Rosner y colab. (63)) y su

segundo término, a diferencia del primero, es hormo­

nalmente activo.
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III) UBICACION ESPECIAL DE LA lB-OH-B A L0 LARGO DE ESTE

ESQUEMA DE LOS CAMINOS METABOLICOS.

Su doble carácter de hormona y precursor colo­

caría a la 18-0H-Ben 1a categoria B de la clasifica
ción de esteroides hecha en 1a Sección anterior. Es

decir que la 18-0H-Bes un eslabón dentro de los ca­

minos metabólicos que es precursor y hormona.

A lo largo de esta tesis se demostrarán, sin

embargo, las diferencias entre este precursor-hormo­

na-lB-hidroxilado y otros precursores-hormonas tales

como Progesterona, Andrógenos y 1a misma Corticoste­

rona que no dependen para su cambio de carácter de

alteración o transición entre estructuras moleculares.
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IV) QUIMICA DE LOS ESTEROIDES lB-HIDROXILADOS.

a) Formasabiertas y ciclicgg.

Aquellos esteroides que poseen un grupo OH

en 1a posición C-18 pueden reaccionar con grupos
carbonilos cercanos, siempre que el factor esté­

rico favorezca dicha reacción. Los esteroides que
se hallan en esta situación son los derivados del

pregnano lB-OH-Progesterona; 18-OH-1i-desoxi-Cor­

ticosterona: (18-0H-DOC)y lB-OH-Corticosterona

(18-0H-B).

Como

encuentran

ras 8 y 9)

C-18 puede

posición C­

18

ya se mencionó, estas moléculas no se

en su forma estructural abierta (Figu­

sino que el grupo OHde 1a posición

reaccionar con el grupo carbonilo de la

20 formando un puente hemiacetálico

20, que da lugar a las correspondien­
tes estructuras ciclicas (Figuras 8 y 9) (18) (6)

(19). E1 equilibrio entre formas abiertas y formas

ciclicas se halla en todas ellas grandementedes­

plazado hacia la derecha puesto que las formas ci­
clicas son más estables.

La caracteristica de estas formas cíclicas, no

observable en 1a estructura plana es que el grupo
I

OHque se ha formado en C20 a raiz de 1a existen­

cia del puente hemiacetálico se halla más expuesto

que su antecesor de la posición C-18 de la forma
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Figura 8: Formas abierta y cíclica de un asteroide
lB-hidroxilado.
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Figura 9: Formasabierta y cíclica para la lB-hidroxi
corticosterona.
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abierta (6). Comoconsecuencia las formas ciclicas

son más reactivas y algo más polares. De todos mo­

dos, tanto formas abiertas y ciclicas son mucho

más polares que las derivadas de estas últimas en
las que los oxhidrilos se hallan funcionalizados
(Ver más adelante). Por ésto las formas no deriva­

tizadas se denominan formas M (de "More polar").

En cromatografía en papel ambas formas Mno se re­

suelven por lo que se presentan comoun pico único

de movilidad intermedia entre la forma cíclica y la

forma abierta.

La existencia de ambas formas M (abierta y c;

clica) en_solución ha sido comprobadapor la forma­
ción de diacetatos (64); por 1a formación de trime­

tilsililderivados (65); por reacción con azul de te
trazolio más o menos retardada (66); por CGL-EM(65)

y por EM(6) (67). Estos son métodos dinámicos (des­

tructivos) que desplazan el equilibrio hacia las for
massusceptibles de ser derivatizadas y por consi­

guiente dan una idea sobre la existencia de ambas

formas pero no sobre la proporción relativa. Aun­

que en el caso de las reacciones colorimetricas

comola del Azul de tetrazolio propia de compues­

t°5 C°n Cadenas nt -cetólicas intactas, uno puede

inferir de la velocidad de reacción (la velocidad

c°n la que aParece el color) si las correspondien­

tes moléculas se hallan más bien con la cadena in­
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tacta (o sea abierta); o hemiacetálica en cuyo c3

so la reacción es más lenta. Finalmente los méto­

dos estáticos no destructivos tales comolas Es­

pectroscopias de IR y de RMNsi permiten saber la

proporción relativa de cada una de las formas, ya

que no modifican el estado de equilibrio. Por ejem

plo, estudios de IR de 18-0H-B (64) y 18-0H-Doc

(16) (68) (69) no pudieron demostrar un pico de ag

1 característico de compuestossorción a 1700 cm­

con grupos carbonilos libres no conjugados. Estos

grupos existen en la posición C-20 de las formas

abiertas de estos lB-hidroxiesteroides. Sin embar­

go en uno de esos estudios (16) se vio una pequeña

-absorc16n a ese número de onda la cual se eviden­

b)

cid como un pequeño hombro. De este modo, en el

equilibrio, la forma abierta está presente solameg

te como un componente menor. Los estudios de RMN

de 18-0H-DOC (70) (20) y de lB-OH-B (18) confirman

los resultados de IR, ya que sólo se evidencia el

grupo carbonilo de la posición C-3, no apareciendo

señales del de la posición C-ZOde la forma abier­

ta.

Generalidades sobre formas menos polares de los

pregnano esteroides lB-hidroxilados, y en espe­
cial de la lB-OH-B.

El primer investigador en evidenciar 1a exig
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tencia de formas menospolares producidas esponté

neamente o por estacionamiento en ciertos solven­

tes orgánicos de 1a lB-OH-ll-desoxi-Corticostero­

na fue Dominguez(71) quien abre diversas hipóte­

sis sobre la naturaleza de estos compuestos. El

primero en evidenciar la producción de tales com­

puestos en medio ácido fue Kondo (14) quien postg

ló la formación de un dimero; y luego Kirk (72)

propuso la formación en medio ácido de anhidridos.

En este laboratorio Damascoy Lantos en 1975 (5)

demuestran buena precursoriedad para lo que ellos

consideran en ese momentoforma única poco polar

de la lB-OH-Bestacionada en disolución metanólica

y años más tarde Aragonés y col. (6) estudiaron

sistemáticamente la existencia de varias formas pg
co polares con dilucidaciones tentativas estructu­

rales para algunos de ellos. Actualmente lo que se

conoce sobre estas formas es lo siguiente: como

consecuencia de la formación del puente hemiaceté

lico entre las posiciones C-18 y C-20 aparece en

la forma cíclica un OHsustituyente que confiere

a la molécula no sólo mayor polaridad sino también

mayor reactividad. En efecto, posiblemente por su

cercanía al puente oxígeno (Figura 8 y 9) y la con

siguiente labilidad del H del OHen C-20, el compueg

to cíclico tanto de 18-OH-DOCcomo de lB-OH-B

posee carácter ácido. Unade las consecuencias de
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esa reactividad es la formación reversible en so­

luciones alcohólicas de un derivado 20-alcohoxila

do (6). Esta reacción ocurre a temperatura ambien

Ote y con una velocidad que disminuye con el larg

de la cadena alcohólica (6). La reacción general

para la lB-OH-Bestá representada en la Figura 10.

A partir de lB-OH-DOCse ha descripto por

RMNla formación de derivados 20-metoxilados (70).

Estos mismos derivados han sido detectados por EM

(15).

La formación de estos derivados 20-a1cohoxi­

lados de las formas cíclicas de los pregnano este­

roides lB-hidroxilados se produce cuando los me­

dios alcohólicos se hallan ligeramente ácidos (Ver

más adelante). En cambio, el producto de la misma

polaridad en el sistema cromatográfico en papel

Bush B 5 (73) (R 4.33) pero que se produce en mg
M

dio alcohólico rigurosamente neutro es distinto,
no conociéndose aún su estructura.

Producción de formas menos polares en medio ácido.

Los esteroides 18-hidroxilados pueden prodg

cir formas menos polares'también en medio ácido
(6) (19) (74). Tal vez las más estudiadas sean las

correspondientes a la lB-OH-B.Hasta la realización

de la presente tesis se sabía que la lB-OH-Bcro­
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Figura 10: Obtención del derivado 20-a1cohoxilado de
lB-OH-B (M). R: grupo alquilo.
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estas por Aragonés y col.(6)Figura 11: Estructuras propu 4,33).
para el principal componente del MAC(RM
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matográficamente homogénea producía en medio áci­

do 4 formas menos polares, separables por croma­

tografía en papel (sistema Bush Bs (73)) cuyos v3

lores de RM(distancia recorrida por el compuesto/
distancia recorrida por la lB-OH-Bforma M) son

4.33; 5.26; 6.33 y 7.18 (6). De todas estas formas

menos polares, la más abundante resultó siempre

ser la de RM4.33 (6) (19). Sobre esta forma se

realizaron estudios por EMlos cuales no permitig

ron concluir o dejaron duda sobre si el compuesto

de RM4.33 fuera 4-eno-21-OH-3,20-diona-ll,18-oxi­
do-pregnano (lB-DAL) o 4,20-dieno-ll,21-diOH-3­

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

darse una mezcla de ambas (Figura ll).

Producción de formas menos polares en solventes

orgánicos.

El estacionamiento de lB-OH-Ben distintos

solventes orgánicos tales comoacetona, benceno,

cloroformo, etc.... (2) (75) (76) produce formas

menos polares cuya estructura no es conocida. Se

postula que la producción de estas formas podría

deberse a 1a acidez de los solventes orgánicos,
a la posibilidad de éstos de formar uniones tipo

puente de hidrógeno, o de liberar radicales (75).
'El caso especial de los alcoholes comosol­
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ventes orgánicos ya fue tratado antes. Podría so­

lamente volver a decirse que los compuestos forma

dos en medio alcohólico rigurosamente neutro son

de estructura desconocida y diferentes a los pro­

ducidos en medio alcohólico con trazas de hidroge­

niones, los cuales son 20-alcohoxiderivados, aun­

que podrían estar en presencia de otras formas aún

no determinadas.

Dimerización.

La 18-0H-B formada a partir de B, por hidroxi

lación microbiológica, ha sido aislada del medio

de cultivo comoun dímero, del cual se sugirió que

estaba formado por dos monómerosunidos por sus po­

siciones C-20 y C-21 (14). La dimerización de 18­

-OH-B también fue postulada por Damasco y Lantos

(S) usando Sephadex LH-ZO, luego de mantener en sg
lución a1 esteroide.

En cuanto a 18-0H-DOC, Genard y col. (70)

describieron la formación de un dímero en metanol

y en dimetilsulfóxido.



V) QUIMICA DE L-A ALDOSTERONA.

En la Aldosterona (Aldo) el grupo carbonilo de la

posición C-18 puede reaccionar con el grupo OHsustitu­

yente de la posición C-ll, por medio de una reacción si
milar a la que ocurre en la lB-OH-Bentre el carbonilo

de C-ZO y el OHde C-lB. De esta manera se produce un

puente hemicetálico C-ll-——nO.——-C-18,dando lugar a la

forma monocíclica de la Aldo (Aldo-mc) (Figura 12).

Comoconsecuencia de 1a formación del puente he­

micetálico en la Aldo-mc aparece un OHsustituyente de

la posición C-lB (Figura 12 ). Este grupo OHse encuen­

tra ahora en una posición similar al homólogode la

18-0H-B (Figura 9), por lo que puede reaccionar con el

carbonilo de la posición C-20 formándose un ciclo C-18

-—-O-——C-ZO, y dando lugar a la Aldo biciclica (Aldo­

bc) (Figura 12).

En solución existen las tres formas de la Aldo:
abierta, mc y bc, siendo las dos últimas las mayorita­
rias (20) (77).

En el presente trabajo de tesis se aisló y carac­

terizó otra forma para la Aldo, en equilibrio con las

anteriores, que consistió en un dimero (78).



OÏHZOHHOCHOHOH

-‘'2/O\/Cl12

HCC-O0—CHC=OO——CHC—Oll

abiertaAldo-mcAldo_bc

Figura12:DistintasformasmonoméricasdeAldosteronaensolución:abierta;

monocíclica(Aldo-mc)ybiciclica(Aldo-bc).

-31­



-_--i--.---_-_.--.-.-4_-_-._-_.--._--_---.---.---­

VI) LA BIOSINTESIS DE LA lB-OH B Y DE LA ALDO.

a) Secuencia de reacciones.

El metabolismo de B hacia esteroides acti­

vos involucra la oxidación del grupo metilo de

la posición 8-18. El producto final de este me­

canismo biosintético rinde Aldo, esteroide que

en su forma abierta tiene un grupo aldehído en

la misma posición C-18 (Figura 12). Tal oxida­

ción involucra 4 equivalentes (4 electrones) por

lo que es dable pensar que deba existir como ig

termediario del paso de B a Aldo, el esteroide

que posea en la posición C-lB un grupo oxhidrilo.

Este último esteroide no es más que la lB-OH-B.

Por lo tanto, comoinicialmente se propuso (Fi­

gura 2) se puede escribir (79):

B -——) lB-OH-B ——_+ 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 1a biosín­

tesis de Aldo, Müller (83) propuso un camino al­

ternativo, el cual se halla representado en la

Figura 13.

Por otro lado, Neher (84) propuso un esque

ma más general representado en la Figura 14, el

cual incluye las vias metabólicas de Müller (Z

de Neher equivalente a ll-desoxialdosterona de
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DOC1

2

lB-OH-DOCñ-18-Oll-l3

11-desoxialdosterona4_:=Aldo Figura13:CaminoalternativopropuestoporMüller(83)para1a

biosíntesisdeAldo.Doc=ll-desoxicorticosterona. Caminol=comprobado. Caminos2y3 =posiblesalternat1v05.
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lB-OH-DOC
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11-OH—P4Aldo

Figura14:CaminOSgeneralespropuestosporNeher(84)paralabiosíntesis

deAldo.DOC=ll-desoxicorticosterona;P4:progesterona;B:cor ticosterona;X,YyZintermediariosdesconocidos.
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Müller).

Finalmente, Ulick (85) demostró, en interrg

nales de sapo, que lB-DALera mejor precursor para

Aldo que lB-OH-B, aunque no halló que aquel este­

roide se produjese comointermediario, a partir
de algún precursor conocido.

Rendimientosbiosintéticos: la baja capacidad pre­
cursora de 18-OH-B.

A1 incubar B tritiada con tejido adrenal

los rendimientos obtenidos para l8-OH-Boscilan

entre el l y el 12%(79). Para Aldo los valores

informados se encuentran entre el 5 y el 26%
(79) (7).

Por otro lado, según datos de la literatu­

ra, el rendimiento de Aldo a partir de lB-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 prg

ducción de Aldo a partir de B es mucho mayor que

a partir de lB-OH-Blo cual estaria en contradic­

ción con el esquema antes propuesto (Figura 2).

Sin embargolos resultados anteriores po­

drían explicarse con los siguientes argumentos:
l) La oxidación de B a Aldo es efectuada

por una única enzima cuyo sitio activo sólo re­

conoce a B. Luego, al incubar la enzima con
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18-OH-B, ésta no es reconocida por aquélla, bajan
do el rendimiento de Aldo (ll) (85).

2) La masa endógena de 18-OH-B en mucho ma­

yor que 1a correspondiente a B. De esta forma los

precursores radiactivos que se usan se "diluyen"

más para lB-OH-B que para B resultando una produg

ción menor de Aldo radiactiva a partir del primer

precursor con respecto al segundo.

3) El precursor 18-OH-Bse agrega al medio

de incubación como forma M la cual es muy polar.

Esa alta polaridad de la molécula le impediría

atravesar las membranaspara llegar al lugar de

acción enzimática. Este problema no existiría si

18-0H-Bse produjese "in situ" a partir de B (81).

4) La forma "M de lB-OH-B, usada como pre­

cursor y aislada de tejido, posee un puente hemi

cetálico 18,20 mientras que los tautómeros de Al

do poseen el puente en el sentido opuesto 11,18.

De esta manera, la forma precursora para Aldo

sería, o bien la forma abierta de 18-OH-B,o bien

alguna forma menos polar que necesita condiciones

especiales para su formación.
Esta lista de argumentos posibles para ex­

plicar la baja capacidad precursora de lB-OH-B

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

malimitativa, pero si constituye las hipótesis

que más se han discutido en la literatura.
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El argumento l deja de ser válido a la luz

de los experimentos de "captura" por lB-OH-Bradio

inerte de la radiactividad proveniente de B, con

la consecuente disminución de la de Aldo (80) (81).

El argumento 2 resulta asimismo objetable

ya que usando mitocondrias, en las que los este­

roides endógenos pueden considerarse despreciables,

se siguieron obteniendo los mismosresultados.

Asimismo, según datos personales no publicados,

las cantidades de B y de 18-OH-Bendógenas resul­

tan similares o, de haber alguna diferencia, ésta

no alcanza para justificar la variación observada
en los rendimientos de Aldo.

Los argumentos 3 y 4 no pueden descartarse

fácilmente. Másaún,acerca del argumento 4 exis­

ten datos que indican que algunas formas menos

polares de la 18-0H-B producen mayor cantidad

de 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

formada de lB-OH-B, aunque no necesariamente menos

polar. Estos autores obtienen una mayor cantidad

precursora para Aldo cuando incuban lB-OH-Bais­

lada de tejido adrenal previamente incubado con

B tritiada, que cuando incuban la lB-OH-Bsinté­
tica.

Estos argumentos forman parte de las hipó­



o2

fi

M-Enz

M-Enz

CORTICOSTERONA

ALDO

18-OH-B

.33.

Figura15:EsquemapropuestoporUlick(89)paralabiosíntesisdeAldoapartir
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tesis planteadas para el desarrollo del presente

trabajo de tesis: El argumento 3 se probó inclg

yendo a los precursores radiactivos en liposomas

de lípidos no polares de adrenal de rata, mientras
que el 4 se probó incubando diferentes formas

menos polares de la lB-OH-B.

Con estos argumentos analizados, cabe ahora

señalar que las hipótesis más generalmente acep­
tadas sobre la biosintesis de Aldo a partir de
lB-OH-B, admiten la existencia de un intermedia­

rio activo que difiere estructuralmente de la 18­

-OH-B aislada (forma "M"). El esquema más acepta­

do es el de Ulick (89) (Figura 15) quien postula

comointermediario un complejo del esteroide con

una metaloenzima, siendo la forma Mde 18-OH-B

bioquímicamente inerte y originada a partir del

complejo. La hipótesis de Ulick explica satisfag

toriamente algunas situaciones metabólicas y cli
nicas y está de acuerdo con las ideas general­

mente propuestas para conversiones similares (90).

Sin embargoel intermediario esteroide-metaloen­

zima no ha podido ser caracterizado.

Otra hipótesis similar propone una cadena

de proteínas a la cual el intermediario biosin­
tético activo estaria unido (91).

c) Mecanismosy co-factores.
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En cuanto a los mecanismos involucrados en

las oxidaciones de B y de lB-OH-B, desde los pri

meros trabajos se verificó y se acpetó que, en

distintas especies, el pasaje de B a lS-OH-Bcon­

sistía en una hidroxilación (60) (86) (92). Es­

tas comprobacionesse realizaron estudiando los

requerimientos de NADPHpor NADPy de 02. La oxi

dasa de función mixta responsable de esta hidroxi
lación fue denominada por Ulick (85) metil oxida­
sa.

La existencia de un mecanismode hidroxila­

ción para 1a oxidación de B a lB-OH-B, resulta

si se quiere"lógico" observandolas estructuras

de ambosesteroides (Figura 2), si bien al ais­

lar lB-OH-B se obtenga su forma Mmás que su fo;

ma abierta (Figura 9).

El mecanismo de la oxidación de lB-OH-B a

Aldo, por el contrario, fue por largo tiempo dis­

cutida. Esto fue asi desde ambospuntos de vista,

el teórico y el experimental. En el primero es

posible postular deshidrogenaciones o hidroxila­

ciones tal cual fue postulado por Fraser y Lantos

(ll) (Figura 16) y por Kojima (82), teniendo en

cuenta las formas abiertas y/ó ciclicas de 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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drogenación (21) y otros que avalan una hidroxi­

lación (87), si bien desde los estudios de Marusic

y col. (93) tomó mayor forma 1a idea de una hidroxi
lación. Más recientemente se ha confirmado este

mecanismopor los estudios de Aupetit y col. (94)

(95) sobre requerimientos de co-factores, ATPe

intermediarios del Ciclo de Krebs y por los de

inhibición de 1a cadena transportadora de elec­

trones del citocromo P-450 de Kojima y col. (81)
(82).

Cabedestacar que las hidroxilaciones pro­
puestas se efectuarian sobre la forma abierta (82)

o sobre la forma M (95). Sobre 1a primera la di­

ficultad reside en que se halla en muybaja pro­

porción, mientras que sobre la segunda (forma M)

el problema biosintético se presenta en que su

ciclo (18-—r0-—20) es opuesto al necesario para

Aldo (11-—-O-—.18) (Figuras 9 y 12).

Compartimentalización a nivel celular.
A1incubar B radiactiva con las diferentes

fracciones subcelulares obtenidas a partir de te
jido adrenal se ha visto que 1a formación de 18­

-0H-B y de Aldo ocurre en mitocondrias (96) (60).

Por otro lado se obtiene el mismoresultado cuan­

do se incuba 18-OH-Bradiactiva para obtener Aldo

(97) (81) (94).
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VII) LAS ZONAS DE LA CORTEZA SUPRARRENALJ SUS SECRECIO­

NES Y FUNCIONES.

El par de glándulas suprarrenales de la rata

adulta pesa alrededor de 35 mg.

En las glándulas seccionadas en mitades se

pueden observar a simple vista las dos regiones

aproximadamente equivalentes: la médula más clara

y la corteza (Figura 17).

Es bien sabido que la región medular es de

orígen nervioso, que segrega catecolaminas y que,

salvo situaciones patológicas, sólo la corteza se­

grega esteroides.

Los primeros estudios sobre zonización de los

corticoesteroides fueron efectuadas por Giraud y

col. (98) quienes encuentran, tal comoera de espe­

rar, que las zonas más contiguas a la médula, la

facsiculada y la reticular (Figura 17), sintetizan

B pero no Aldo, mientras que la zona glomerulosa

produce Aldosterona. Más adelante 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 y col.

(102) demuestran que ambas regiones (glomerulosa y

facsiculada-reticular) contienen las enzimascapa­
ces de hidroxilar las posiciones 21, ll y 18 de los
Pregnano esteroides.

Sin embargo luego se evidenció que las hidroxi­
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3 2 CORTEZA

_ MEDU‘LA

Figura 17: Zonas de la glándula adrenal.

l= Zona glomerulosa.

2= Zona facsiculada.

3= Zona reticular.
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laciones en las posiciones ll y 18 dependerían, para

su zonización, del sustrato. En efecto, la lB-hidroxi
lación de B para dar lB-OH-B ocurre en ambas regio­

nes indistintamente mientras que las de B y lB-OH-B

hacia Aldo sólo ocurren en la glomerulosa (98) (92)

(ll) (102) (84).

Es asi como surge la evidencia de que algunos

esteroides pueden ser formados en ambas regiones

(gIOmerulosay facsiculada-reticular) pero sólo ac­

túan comoprecursores en una de ellas. Para el caso

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

propusieron que este esteroide sea intermediario de

biosíntesis en una región (glomerulosa) y producto

final en la otra. De Nicola y Dahl (103) postulan

un mecanismo similar para DOC.En efecto, estos

autores encuentran que DOCactúa como precursor en

la zona glomerulosa, y comoproducto final en la zg

na facsiculada-reticular, sugiriendo asi que la se;
creción de este esteroide se efectuaría a partir de

esta última región.

Para la ll f5 -hidroxilación de lB-OH-DOCcomo
vía alternativa en la biosíntesis de Aldo (Figura

13) Müller demuestra que ocurre en la zona glomeru­

losa, si bien lB-OH-DOCtambién existe en la facsi­
culada- reticular (83).

En síntesis puede decirse,que "la razón de

ser“ de la glomerulosa seria, la de suministrar el
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mineralocorticoide más potente mientras que la for­

mación en ella de progesterona y corticosterona en

pequeñas cantidades cumpliria un rol precursor. El

rol de las zonas facsiculada y reticular, en cambio,

es producir grandes cantidades de B utilizada por

el organismo como hormona. Este esquema se mantiene

válido en la actualidad.
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VIII) IMPORTANCIA DE LAS REACCIONES ESPONTANEAS EN LA BIO­

SINTESIS DE ESTEROIDES.

La existencia de reacciones espontáneas, es de

cir no enzimáticas, en algunos caminos esteroidogé­

nicos ha sido postulada como un mecanismo natural.

En efecto, Aragonés y col. (7), encontraron

producción significativa de Aldo a partir de B y de

una forma menos polar de 18-OH-B, "incubando" estos

dos últimos esteroides en medio buffer sin tejido o

con tejido adrenal previamente hervido.

Por otro lado, en el mecanismo de aromatización

del anillo A de los andrógenos hacia estrógenos

Fishman y Raju (104) y Hahn y Fishman (105) Proponen

tres hidroxilaciones enzimáticas consecutivas en las

posiciones 19, 19 y 2 de 6.-4-androsteronediona; se

guidas de un mecanismono enzimático que finalizaría

en 1a producción de estrona. De esta forma la función

de la aromatasa seria la de producir estas tres hi­

droxilaciones (las cuales también han sido probadas

por otros autores (106)), no interviniendo 1a enzi­
maen el paso final de aromatización (deslocaliza­
ción de electrones en el anillo A). De esta forma,

los mismos autores explican que la enzima no sea

inhibida por estrógenos ya que éstos no serían sus

productos metabólicos. Sobre el mismocamino bio­

sintético, otros autores (107) difieren en 1a po­
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sición de la última hidroxilación, pero también ad­

miten un mecanismo espontáneo para el reordenamien­

to final que concluya en 1a aromatización del anillo

A.
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Im EFECTOS DEL ACTH SOBRE LA ALDOSTERONOGENESIS.

Son bien conocidos los efectos tróficos y glucocor­

ticoidogénicos de la ACTHsobre los diversos sistemas en­

zimáticos de la corteza suprarrenal y el papel que cabe

tanto al AMPcíclico comoa proteinas inducidas de re­

cambio rápido como intermedios de cada uno de estos efec­

tos. Véase por ejemplo Garren y col. (108) y además (109)

(110) (111).

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 lB-OH-BOCes objeto de publicaciones

aparentemente contradictorias de las cuales no resulta
fácil sacar conclusiones válidas.

Algunos trabajos encuentran estimulación de Aldo a

partir de B (112) (113) (114) (115) (116), otros inhibi­

ciones (117) (118) (119) (120) (121) (79); siendo una de

las pocas conclusiones claras las que se refieren a 1a

respuesta bifásica obtenida en el humanopor tratamiento

prolongado con ACTH:primero la trofina estimula y luego

inhibe esta secreción. (Ver por ejemplo (122)).

Quizás debamosbuscar en esta observación clinica

la clave de algunas contradicciones aparentes.

Una de sus causas podría ser los momentos medidos

por los distintos autores: estimulación encuentran aqué­
llos que miden respuestas rápidas e inhibición los que

miden reSpuestas en 1a fase crónica. La otra diferencia



--—-—--——--——--_—-—-——v—-—-_-—_..__-__-____-__.-___-__Á-_ -­

.50.

de los modelos experimentales se refiere a las concentra­

ciones empleadas: inhibición con altas dosis, estimulación
con bajas dosis.

El modeloutilizado: una revisión crítica de la li­

teratura demuestra que aparentemente las preparaciones

más complejas exhiben inhibición mientras que los siste­

mas purificados de glomerulosa exhiben, al menos en sus

fases más agudas, estimulación.

Y finalmente tiene importancia la especie elegida

ya que la rata parece ser más sensible a1 efecto inhibi­

torio que otras especies mamíferos.

Una "review" reciente de este grupo (22) trata de
sistematizar las revisiones criticas 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 taáes comoconcentración de trg

fina, complejidad del sistema y duración del tratamiento,

siendo las especies no 17 hidroxilantes más 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 enzimáticos (123) no está

aún aclarado y no forma parte de la temática de esta te­

sis. ¡
Otros trabajos muyrecientes (124) parecen haber

demostrado que un cierto númerode genes adrenocorticales

son regulados negativamente por ACTH.
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A este cuadro confuso se suma el interrogante del

efecto trofinico sobre los dos pasos de la lB-metiloxi­
dación. Hay algunas evidencias que indicarian que tanto

"in vivo" como "in vitro" la ACTHsólo estimula (125)

(126), pero no inhibe, la formación de 18-OH-Ba partir

de B; o sea la primera metil-oxidasa, lo cual significa­

ría que el efecto inhibitorio ocurre de algún modoentre

lB-OH-B y Aldo.

Esta última propuesta será discutida más a fondo

a la luz de los resultados de la presente tesis.
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0 B J E T I V O S

Lo que antecede constituye una puesta al día del

problema de los pasos B a Aldo hasta la presente tesis.

Resumiendo: en una primera etapa se pudo comprobar

que el intermediario 18-0H-B formaba, como consecuencia

de su estacionamiento en ciertos solventes orgánicos, lo

que se creía que era una forma única 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-Bpodían obtenerse de varias maneras: solven­

tes orgánicos neutros, solventes orgánicos acidificados,

medio acuoso ácido y que las formas y derivados menos pg

lares resultantes eran múltiples. Se intentó en esta etapa

caracterizar a estas formas y seleccionar entre ellas bue­

nas precursoras (3) (6). Lo primero se consiguió a medias

postulándose con los métodos disponibles en esa época va;

rias estructuras alternativas posibles para algunosderi­

vados (6). Unacierta precursoriedad sólo se pudo estable­

cer para una de estas formas que sólo exhibía una trans­

formación espontánea (sin requerimiento de fuente enzimá­

tica) a Aldo (7).

Los objetivos de esta tesis nacieron de las dudas

que planteaban estos resultados aislados:

PRIMERO:estudiar los metabolitos que se producen a1 in­

cubar, bajo condiciones clásicas, 18-0H-Btritig
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SEGUNDO:

TERCERO:
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da con suprarrenales.

haciendo todas las combinaciones posibles con

condiciones que abarcaban: 3 niveles de pH (uno

neutro y dos ácidos), la presencia o la ausencia

de enzimas, la naturaleza del precursor (forma

de obtención) y la inclusión o no de éste en li­

pOSOmasde grasa de tejido adrenal; cuántas y

cuáles de estas condiciones resultarían favora­

bles para una conversión de lB-OH-B a Aldo.

Comose apreciará la combinación de estas

condiciones constituyen una sistematización de

aquellas utilizadas en experimentos anteriores

que de alguna manera han demostrado contribuir

a la precursoriedad de la lB-OH-B. La elección

de los niveles de pHno fue fortuita sino consg

cuencia de la que entre tanto se aprendió en la

literatura sobre pHsde organelas Subcelulares.

La elección de liposomas adrenales reemplazando

a los solventes orgánicos utilizados en experi­

mentos anteriores fue consecuencia de la crecien

te importancia que adquieren estas preparaciones
como simuladores de fenómenos biológicos en in­

terfases.

en las condiciones'que demostraron ser favorables,

cuáles eran las características físico-químicas
del o de los compuestos formados.



CUARTO:

QUINTO:

SEXTO:

SEPTIMO:

OCTAVO:
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la estructura definitiva de estos compuestos.

la precursoriedad de estas formas definitivameg

te identificadas, utilizando, en el caso de 18­

DAL,el compuesto sintético comosustrato.

si los mismos se encontraban como eslabones in­

termedios entre B y Aldo y/o entre 18-OH-B (M)

y Aldo. Esto constituía la base para la postula
ción de un camino metabólico entre B y Aldo con

pasos enzimáticos y espontáneos.

distribución subcelular "fina" (separando y con

siderando separadamente Matriz mitocondrial,

Membrana externa y Espacio intermembrana como

organelas) de las enzimas.

principio del estudio de la regulación de los

pasos involucrados en sexto.



MATERIALES
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M A T E R I A L E S Y H E T 0 D O S

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

a) Su formación y análisis por cromatografía Eg_papel
(C.P.).

Para obtener las formas menos polares de que

se hace referencia en la Introducción para luego

ser ensayadas comoprecursores se siguió el método

utilizado por Aragonésy col. (6).

1 pCi de 1,2-3u-1a-ou_e (52 Ci/mmol) en resi­
duo seco se suspendió en 0,2 m1 de HCl 10'2 N. Lue­

go de lO minutos la suspensión se sembró sobre pa­

pel WhatmanN9 1 y se desarrolló cromatográficamen­

te en el sistema Bush B5 (Benceno + Metanol + Agua =

2 : 1 : l). Finalizada la cromatografía se detecta­
ron las zonas radiactivas por medio de radiocromato­

grafía (Radiocromatógrafo Packard, Modelo 7201). Se

eluyó el material radiactivo correspondiente a cada

pico (3 veces con 4 ml de metanol cada vez). Sobre

alicuotas de los extractos metanólicos obtenidos

de la elución se midió la radiactividad por medio

de centelleo liquido (Sección IV de Materiales y

Métodos). Para la asignación de los RMel cromato­

grama fue comparado con otro de lB-OH-B que se co­

rrió paralelamente. Los picos obtenidos fueron 5,

a saber: RM= l; 4.33; 5.26; 6.33 y 7.18; es decir
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se obtuvieron 4 formas menos polares de lB-OH-B,

de acuerdo con Aragonés y colab. (6).

Su formación v análisis por cromatografía líguida

de alta presión.

Se caracterizaron también por cromatografía

liquida de alta presión (CLAP)las formas menos pg

lares de la lB-OH-B. La preparación de la muestra

para analizar por CLAPfue realizada de la siguien­

te manera: se suspendieron 140 pg de lB-OH-Bradio­

inerte en HCl comose indicó anteriormente y a la

suspensión se le efectuaron 3 extracciones con

C1 CH El extracto orgánico total se dividió en2 2'

2 partes: A y B. El extracto A se llevó a seque­

dad (379C; N2) y se analizó inmediatamente por CLAP.

El extracto B se llevó a l m1 (379G; N2) y se agre­

gó 1,5 ml del solvente a usar en CLAP. Se continuó

luego la evaporación hasta la eliminación total del

Cl CH y la solución se analizó inmediatamente por2 2

CLAP. En la Sección III de Materiales y Métodos se

detallan las condiciones de uso para CLAP.

El análisis de las muestras A y B tuvo por

objetivo investigar si el pasaje de la mezclade

formas menos polareside 1a lB-OH-Bpor residuo se­
co (muestra A) alteraba los resultados posteriores

de Análisis Cuantitativo. Este objetivo se entendg

rá mejor a la luz de los estudios de reversibilidad
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(Ver más abajo punto d)) que indicaban que, en se­

quedad, algunas formas menos polares podían reveg

tir a la forma más polar de lB-OH-B (forma M, de

RM = l).

En ambos casos (muestras A y B) se obtuvieron

5 picos con los siguientes tiempos de retención (TR):
3,15; 3,40; 3,70; 4,85 y 6,05 min. (con Acetonitrilo:

HZO(85 : 15) como fase móvil); y 4,15; 4,60; 4,80;

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

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

las mismas condiciones 18-DALdió,como T 3,40 minRI

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

Corticosterona.

ggrrelación entre CP y CLAP.

Por último se procedió a correlacionar los

picos obtenidos por CP y CLAP.Con este fin se sus­

pendieron 100 ug de 1,2-3H-1B-0H-B (Ae = 0,04 pCi/Ug)

2 N. La suspensión se trató de 1a formaen HCl 10'

antes indicada para 1a Muestra A de 1a CLAP,y el

material correspondiente a cada pico se colectó se

gún las condiciones que nos aseguran el 100%de rs

colección según los estudios llevados a cabo a1 reg
pecto (Ver Materiaies y Métodos Sección III) (127).
Cada muestra recolectada se llevó a un pequeño vo­

lumen (rNJ0,3 m1) a temperatura ambiente, en dese­
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cador bajo vacío , se sembró sobre papel Whatman

N9 l y se desarrolló en el sistema Bush BS (73).
Las zonas radiactivas se revelaron por radiocroma­

tografía, obteniéndose en cada caso un sólo pico
al cual se midió el Rf.

Conociendo los TR y lOs Rf de cada pico,se
efectuó la correlación buscada.

Estudios de reversibilidad de las formas menospo­
lares de la 18-0H-B.

Se estudió 1a reversibilidad de las distintas

formas menos polares de la lB-OH-Bbajo distintas

condiciones, a saberz'

a) en residuo seco, bajo N2, durante 24 hs.

b) en residuo seco, bajo N2, durante 7 días.

1,3 x 10'2 N, bajo N2, durante 24 hs.

2 N, bajo N2, durante 7 días.

c) en NH3

d) en NH 1,3 x 10'3

Contal fin se prepararon, cromatografiaron,

detectaron y eluyeron con metanol las 4 formas menos

polares de la 18-OH-Bcomo se indicó anteriormente.

Luego se separaron cada uno de los extractos meta­

nólicos correspondientes a cada una de las formas

menos polares en 5 partes equivalentes al 8%del

total la primera (muestras L8) 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 (379€; N2). De los residuos
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secos obtenidos, 2 fracciones L23 de cada una de

las formas menos polares se dejaron a 279€ en oscg

ridad, bajo N2, durante 1 día una de ellas (Sl) y

durante una semana 1a otra (52). A los otros dos
residuos secos provenientes de las otras 2 fraccio­

nes L23 se les agregó 0,5 m1 de solución acuosa de

NH30,013 N y se dejaron a 279€, en oscuridad, bajo

N2, agitándolas ocasionalmente, durante l día(ASl)

o una semana (A82). Terminados los períodos de tiempo

indicados en cada caso, las fracciones Sl y 52 se

tomaron con CIZCH2y se sembraron sobre papel Whatman

NQ1 para ser corridas luego en el sistema Bush BS

(73). Por otro lado las fracciones A51 y AS2se
neutralizaron con C1Hy se llevaron a sequedad bajo

N2, a 379Gy presión reducida. Los residuos secos

asi obtenidos se tomaron con C12CH2y se sembraron

sobre papel WhatmanN9 1 para ser desarrollados

también en el sistema Bush BS. Paralelamente a las

cromatografías de todas las muestras, se cromatogra­

fió 18-OH-B-1,2-3H; una suspensión de ella en HCl

10'2 N y las muestras L8, con el fin de poder compa­

rar y asignar las zonas radiactivas de los cromato­

gramas provenientes de las muestras pertenecientes
a1 estudio de reversibilidad.

Los cromatogramas fueron radiocromatografia­

dos. Luego de medir el Rf el material de cada zona

radiactiva se eluyó con metanol y se midió la
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radiactividad por centelleo liquido

e) Estudios estructurales.

e.l) Esoectros de Resonancia Magnética Nuclear:

El principal producto que se obtiene por sus­

pensión de 18-0H-B en HCl 10-2 N, es el de RM

4.33 en C.P. En mis manos este producto se for

mó en un 80%, siendo el obtenido por Aragonés

(6) de un 60%. Se encaró, entonces, el estudio

de la estructura de tal compuestopor espectros­

copia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)de

hidrógeno (lH) y de Carbono-13 (13€): 1,1 mg de

lB-OH-B-radioinerte (M) se disolvieron en Cl3CD

y se efectuaron los espectros de RMNde lH y de

13€. Luego se burbujearon vapores de Cloruro de

hidrógeno en la solución, y nuevamente se efec­

tuaron los espectros de RMNde 1H y de 13€.

Comoya se habia sugerido (6) Que la for­

ma menos polar RM4.33 podia consistir, al me­
nos en partepn lB-Desoxialdosterona,se efectua­

ron también los espectros de RMNde lH y de 13C

de éste último esteroide, el cual fue obtenido

por hidrólisis ácida de lB-Desoxialdosterona­
-21-Acetato (Ver más adelante). Contal fin

13 mgde lB-Desoxialdosterona se disolvieron

CDy luego se efectuaron los espectros
1

en Cl3
de RMNde H y de 13€, los cuales luego fue­
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ron comparadoscon los espectros anteriores.

ggmparaciones Cromatográficas: El material ra­

dioinerte de los espectros de RMN,obtenido en

cada caso por evaporación hasta sequedad, se

cromatografió sobre papel , en el sistema

Bush BS, y por CLAPen las condiciones usadas

para 1a separación de las distintas formas me­

nos polares de la lB-OH-B.

En amboscasos el material correspondien­

te al Rf o al TR, respectivamente, del producto

principal se eluyó (CP) o se colectó (CLAP). Q3

da fracción asi obtenida se mezcló con una sus

pensión de 1,2-3H-18-0H-B en HCl y se cromato­

grafió en papel, en el sistema Bush BS, y por

CLAPsegún las condiciones anteriores. Se reve­

ló la CP y la zona de mayor radiactividad coig

cidió con la de mayor absorción al UVt En la
CLAPse colectó, según las condiciones óptimas

(127),el material correspondiente al pico de

mayor Absorbancia a 254 nm, y luego de llevar

a sequedad por evaporación del solvente,se mi­
dió la radiactividad. Conestas últimas croma­

tografías de los materiales a los que se les

efectuaron los espectros de RMN,se pudo esta­

blecer que por agregado a lB-OH-Bde vapores

de Cloruro de hidrógeno se formó sobre todo un
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compuesto con propiedades cromatográficas igua­

les al denominado RM4.33 y cuyos espectros e­
ran iguales a lOs de lB-Desoxialdosterona.

Por último, con el fin de ver si el derivado

menos polar de la lB-OH-B RM4.33 se formaba

gracias al medio ácido debido al HCl o si, en
cambio, las causas eran concentraciones ióni­

cas o aumento de la polaridad del medio: o sea,
en otras palabras, para ver si en la reacción

de pasaje de Ma RM4.33 intervenia químicamen­
te e1 H+y en dónde, se repitió la formación de

RH4.33 a partir de Mradioinerte disuelta en

C13CD,por agregado de DCl, y se efectuaron
inmediatamente los espectros de RMN.Comoes

bien sabido el D+tiene constantes específicas

de velocidad menores que el H+ y así viendo,

por los espectros de RMN,la velocidad de for­

mación del derivado menos polar RM4.33, se pg

dría obtener respuesta a la finalidad plantea­
da.

Los espectros de RMNde1H se realizaron

a 300 MHzen un Bruker WB-300. Los espectros

de RMNde.13C se realizaron a 75 MHzen un

Bruker WB-300 o a 25.2 MHz en un VarianEXL—100-15

operando en el modode la Transformada de Fourier

(FT-modo) con desacoplamiento de 1H.
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e.4) Obtención de 18-Dggox1aldosterona radioinerte

a partir de 18-Desoxia1dosterona-2l-Acetato:

18 mgde lB-Desoxialdosterona-Zl-Acetato se di

solvieron en 0,26 ml de cloruro de metileno y

0,83 m1de metanol. A esta solución se le agrg

garon 0,18 ml de HCl 8 N (0,12 ml de HCl conceg

trado más 0,06 ml de agua).

La mezcla final se agitó vigorosamente

durante 44 horas y luego se diluyó con cloruro

de metileno. La capa orgánica se separó; se lavó

con NaHCO (solución acuosa saturada) y agua;
3

y finalmente se secó con 804Mg. El extracto

orgánico se evaporó a sequedad, obteniéndose

18-Desoxialdosterona cromatográficamente pura

(TLC y HPTLC).
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II) FORMA MENOS POLAR DE LA ALDOSTERONA EN MEDIO HCl.

a) Su formación.

0,04 pCi de A1dosterona-4-14C (Ae=52 mCi/mmol)

2 N (0.1en residuo seco se suspendieron en HCl 10­

m1) durante 5 minutos. Luego la suspensión se sembró

sobre papel Hhatman NQ1 y se crOmatografió en el

sistema Bush B5 (73). E1 cromatograma se reveló por
radiocromatoqrafia y se obtuvieron dos picos: uno

correspondiente a Aldosterona (Rf = 0,31) y otro de

Rf = 0,92, que se denominó forma menos polar de 1a

Aldosterona (FMPA).Este último compuesto se eluyó

con Metanol (3 veces con 3 m1 cada vez), y el extrac­

to metanólico se llevó a sequedad bajo N2 a 379€. El
residuo seco se sembró sobre papel WhatmanN9 1 y se

cromatografió en el sistema Bush A. El revelado por

radiocromatografía evidenció 1 pico de Rf = 0,13. E1

material radiactivo se eluyó con Metanol, se llevó

a residuo seco a 379€ baj o Nziy se sembró sobre pa­

pel WhatmanNQ1 para ser corrido en el sistema CyDiI

(128). El cromatograma obtenido se reveló por radio­

cromatografia, evidenciándose asi un sólo pico de

Rf = 0,78. Se eluyó el material radiactivo corres­

pondiente a esta última zona y el extracto metanó­
lico obtenido se trató durante 20 hs a 289€ con

0.1,m1 de Piridina y 0,1 m1de Anhidrido Acético.

Transcurrido el tiempo indicado se agregó 1 m1de
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Metanol, se agitó, y luego de 10 minutos se llevó

a sequedad a 379€ bajo N2. El residuo seco se sembró
sobre papel WhatmanNQl y se desarrolló cromato­

gráficamente en el sistema CyDi I. El revelado por

radiocromatografia evidenció l sólo pico a Rf= 0,96.

Estudios de reugrsibilidad de la forma menosgpolar
de la Aldosterona.

Se estudió reversibilidad de la FMPAob­

tenida en medioácido clorhídrico, bajo las siguieg
tes condiciones:

l) en residuo seco, bajo N2, durante 24 hs.

2) en residuo seco, bajo N2, durante 7 dias.

3) en NH31,3 x 10'2 N, bajo N2 durante 24 hs.

4) en NH31,3 x 10-2 N, bajo N2 durante 7 dias.

Con tal fin se preparó la forma menos polar

de Aldosterona a partir de Aldosterona-14C y HCl,

se separó cromatográficamente de Aldosterona, y se

eluyó con Metanol, de la forma indicada en la sec­

ción anterior. El extracto metanólico obtenido se

dividió en 4 alícuotas de volúmenes iguales y cada

una se llevó a sequedad. Dos de ellas fueron guar­

dadas en atmósfera de N2, durante 24 hs y 7 días reg

pectivamente, a 289G, en oscuridad. A las dos res­

tantes se agregó 0,5 ml de NH31,3 x 10-2 N y se de­

jaron a 289€, en oscuridad bajo N2, agitando ocasio­

nalmente, durante 24 hs y 7 dias respectivamente.
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Transcurridos los tiempos indicados en cada

caso las fracciones en residuo seco se sembraron

sobre papel WhatmanN9 l y se desarrollaron croma­

tográficamente en el sistema Bush Bs. Por otro la­

do las fracciones mantenidas en NH3se neutraliza­

ron con HCl y se llevaron a sequedad bajo N2,a 379G.
Los residuos secos obtenidos se sembraron y trataron

comoantes. Paralelamente a las cromatografías indi
cadas se corrió una mezcla de Aldosterona-14C + HCl

Estudios de formaciág de la forma menos polar de

Aldosterona eg HCll con distintas cantidades de
reactivo.

Conel objeto de poder estudiar la existencia

de alguna relación entre las cantidades de reactivo

y de producto en la reacción de formación, a partir

de Aldosterona, de su forma menos polar, se disol­

vieron cantidades crecientes de Aldosterona-14C

(Ae = 57 mCi/mmol), desde S hasta 30,8 nmoles, en

2 N. Luego de S minutos la suspeg0.1 m1 de HCl 10­

sión se sembró sobre papel Whatman NQl y se desa­

rrolló cromatográficamente en el sistema Bush BS.
El cromatograma obtenido se reveló por radiocroma­

tografia y el material radiactivo correspondientel
a los dos picos obtenidos (Aldosterona remanente y

su forma menos polar) se eluyó con Metanol (4 veces
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con 3 ml de Metanol cada vez). De los extractos mg

tanólicos se tOmaronalícuotas en las que se midió

la radiactividad por centelleo liquido. Luegose
graficaron los valores de radiactividad debida a

la Aldo remanente (X) con los de la forma menos

polar de 1a Aldo (Y). Asi se representó Y vs X e

Yz vs x.

Estudios estructurales sobre la forma menospolar
de la Aldosterona.

dl) Resonancia Magnética Nuclear.
25 mgde Aldosterona radioinerte se disolvieron

en 0,4 ml de hexadeuterometilsulfóxido. Luego se

burbujearon vapores de HCla través de la solución.

La muestra asi preparada se analizó por RMN

de 13€ y lH directamente. Los espectros mostraron

la presencia de varias formas en equilibrio, con

señales muyanchas.

Entonces se procedió a aislar de la solución

de derivado menos polar de la Aldosterona de la si

guiente manera: se diluyó la solución con agua, y

se extrajo 4 veces con C12CH2.El extracto orgánico

se llevó a sequedad bajo N2, a 379G; y el residuo
seco asi obtenido se analizó por placa delgada sobre

sílica gel usando benceno: acetato de etilo (2 : l)

y hexano: acetona (5 : 4) como fases móviles. Asi

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

En la CLAPse usó una columna Alltech R-Sil C HL18

10 pm column (500 x 10 mm) con Metanol: H O (70 :2

30) como eluyente, a un flujo de 4 ml/min. En el

cromatogramaobtenido por análisis continuo del

eluido (Indice de refracción) se evidenciaron dos

picos uno de los cuales (Volumen de Retención = 46

m1), el correspondiente a la FMPA,se colectó, se

evaporó el solvente a 379Ga presión reducida, y

el sólido seco obtenido se usó para análisis por

RMN.A1 igual que antes el material se disolvió en

hexadeuterometilsulfóxido y la solución se analizó

por RMNde 13€ y 1H.

Los espectros de RMN,en ambos casos, se mi­

dieron a 100 MHzpara 1H y 25.2 MHzpara 13€, en

un espectrómetro Varian XL—100-15operando en el

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

dz) Espectrometría de E3331.
La FMPAse analizó también por EM.

Con este fin se preparó dicho compuesto

a partir de Aldo + HCl y se separó pOr CLAPcomo

se indicó antes en el estudio por RMN.

La FMPAasí obtenida se sometió a análi­

sis por EMde dos maneras: tal cual (o sea sin de­

rivatizar) y derivatizada (trimetil sililada). Pa­
ra ésto úlitmo, 3 mgde Aldosterona-radioinerte se
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disolvieron en 0,05 m1de pitidina y 0,2 m1ce

BSTFA(bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida) de­

jándose 1a solución 3 hs a 259G. Los productos se

extrajeron con C12CH2y el extracto orgánico se la

v6 una vez con HZSO4 1 M y 2 veces con HZO. Luego

se lo secó sobre NaZSO4 ( 77)(129).
Los espectros de masa se registraron a 70 ev

en un espectrómetro de masas Varian Mat CH- 7 A;

habiéndose colocado las muestras directamente.
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III) CROMATOGRAFIALIQUIDA DE ALTA PRESION.

La CLAPse utilizó de acuerdo a los siguientes

modosy finalidades:

a) CLAPAnalítica: para determinar los TR de las for­
mas menos polares de la 18-0H-B y de la Aldo.

b) CLAPPreparativa: para separar la Aldosterona de

su forma menos polar, la cual luego se usó en estu­

dios estructurales por RMNy EM.

a) CLAPAnalítica.

l) Generalidades: para la CLAPAnalítica se usó

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-l,

de una sola pluma.

Las columnas de Acero Inoxidable de 300 mmde

largo x 3,9 mmde diámetro interno contenían como

relleno particulas de sílica unidas con octadecasi­
lano (130;131) (U-Bondapak C-lB) por lo cual las

corridas cromatograficas resultaron de fase reversa

(l30;13l).
Antes de las determinaciones, la columna se

limpió con HZOy metanol sucesivamente. Durante el
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lavado con metanol, se inyectó 3 veces 1 ml de dimetil
sulfóxido (DMSO).

La eficiencia de la columna fue chequeada por

la constancia, durante las determinaciones, de los

parámetros altura reducida de un plato teórico, ve­

locidad reducida y resistencia de la columna (132 ;

133y 134).

2) Solventes: Acetonitrilo fue de Carlo Erba, gra
do RPE. Metanol Carlo Erba, grado AR, se redestiló

antes de su uso. Aguafue destilada dos veces sobre

vidrio.
Todoslos solventes se filtraron a través de

filtros Millipore (Tipo HAde tamaño de poro 0,45 Um

para agua; y Tipo PH de tamaño de poro 0,5 Umpara

los otros).

3) Elución Isocrática: Una fase móvil para la ma­

yoría de los esteroides, consistente en Metanol-H20
(70:30) (135) se usó en las pruebas de eficiencia de

la columna, las determinaciones del Rc (Retardo de

Colección, Ver más adelante), en las curvas de cali­

bración para la cuantificación de esteroides y en
sus determinaciones cuanti y cualitativas.

La fase móvil Acetonitrilo-HZO (85:15) se usó
también en las determinaciones cuanti y cualitativas.

Las muestras se disolvieron en las mismasfa­

ses móviles en las que iban a ser cromatografiadas.
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4) Elución por Gradiente: Las determinaciones ana­

líticas también se efectuaron usando gradientes de

elución de Metanol-Aguay de Acetonitrilo-Agua, disol

viéndose la muestra en el solvente orgánico de cada

fase. Comono se dispuso de equipos comerciales para

la producción de gradientes de elución; éstos se rea­

lizaron de la siguiente manera 036 ).

4 A) Dispositivo N9 1 para producir Gradiente de

Elución: En la Figura NQ13 se halla representado un

dispositivo empleado, el cual es ampliamente usado en

cromatografía en columna. Este consistió básicamente

en 2 frascos comunicantes A y B de secciones convena

cionales adecuadas que contienen respectivamente los

solventes Sa y Sb. A1 bombear al cromatógrafo el sol­

vente contenido en B con flujo F2, se produce una di­

ferencia de nivel entre los vasos que origina un flu­

jo Fl de Sa hacia B donde forma con Sb el solvente de

elución S (a, b): produciendo un gradiente regulable

de concentraciones o

4 B) Dispositivo N9 2 para producir Gradiente de

Elución: En la Figura N918 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 Sa

con flujo F1 hacia B. En éste forma con Sb 1a solu­

ción eluyente S (a, b) cuyo flujo F2 hacia el croma­
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Rl Ro——0 .__2.._.

53 S(a,b)

CL-AP
Fl F2_* fi

A B

2
F R

2 = l + 2
F 2

1 Rl

A

S (a) Fl Kh

F2 F2

F1 1 h K = 3,9 x 10‘3 '“1cm x min

S (a,b) l——__-—._—l::
F2

Figura 18: Dispositivos empleados para producir gradientes
de elución. Ver el texto.
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tógrafo es determinado por su bombade aspiración.

4 C) Modelo Matemátigo de los Dispggitivos para

Gradientes de Elución: El modelo matemático usado

es una variante del desarrollado por Cherkin (137).

Si se tienen dos recipientes A y B con flujos

F1 desde A hacia B y F2 desde B hacia el exterior

del dispositivo, habiendo inicialmente solvente Sa

en A y Sb en B (Figura 18) se puede escribir.

-F v dtdv- 2
Vo + (F1 - F2) t

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

Vo: volumen de Sb en B al tiempo t = o.

ler Caso: Resolviendo la ecuación diferencial para

F1 # F2 queda:

v = Vo (Vo + (F1 - F2)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=o respecti­

vamente, resulta:
1 l

1-9 9-1

P = P Vo (Vo + (F1 - F2) t)
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Esta expresión para e s 2 queda:

2 Vo

o sea un gradiente lineal.

De 1a misma forma, para 9 = í se obtendrá un

gradiente cuadrático, y asi sucesivamente.

2do. Caso: Resolviendo la ecuación diferencial ante­

rior para F1 = F2 (o sea 9 = 1) queda:

_ 2 t
V o

V=V° e
y finalmente

__F_t
V o

o
PB _ PB e

o sea un_gradiente exponencial.

Comoconclusión puede decirse entonces que re­

gulando el valor de e se obtienen los distintos tipos
de gradiente de elución.

Es muyimportante señalar que todas las ecua­

ciones finales obtenidas son válidasisolamente cuan

do F2 es constante. Esta condición es estrictamente

cumplida en el caso aplicado aqui ya gue ese flujo
es fijado por el cromatógrafo de CLAP.
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4*D) Cómose logra regular 943g los 2 dispositi­

vos usados para 1a obtggpión de gradientes de elu­

ción;

Para el Dispositivo NQ1 (Figura 13 ), se

puede ver fácilmente que:

e=——=1+(——)

Entonces para regular e, basta con regular

el cociente RB/ RA. En nuestro C330:

Para Gradiggte Lineal.

e = 2 R = R

(recipientes iguales)

Para Gradiente Exponencial.

(Teórico) (Práctica)

Para el dispositivo N9 2 (Figura 13 ) se puede ver

que:

F = K h

donde K es una constante para

una sección dada de salida de F1,
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En nuestro caso K se determinó experimental­

mente midiendo F1 para distintos valores de h.
Luego:

Entonces, el valor de 9 es fijado regulando h

ya que F2 es el flujo constante dado por el cromató­
grafo.

4 E) Comprobación Experimental del Gradiggte de

Elución: Para ambosdispositivos de formación de gra

diente de elución, éste se comprobócolocando metanol

como Sb y una solución metanólica de rojo sudán como

Sa. Al monitorear 1a Absorbancia del efluente a 405mm

se obtuvo un cromatogramaque resultó ser la gráfica

de "concentración de rojo Sudán vs. tiempo" ésto es

el gráfico del gradiente de elución, el cual coinci­

dió exactamente con la predicción del modelo matemá­

tico.

5) Flujostlujos de 0,2 m1/minse usaron para la
colección de las distintas fracciones. E1 flujo de

1 ml/min se usó para las determinaciones analíticas.
El RC (Ver más adelante) se determinó 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

indicó anteriormente (Secciones I y II) se inyectaron
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Abs.

H

VR(ml)
2. 6 lO

Figura 19: Cromatograma de las formas menos polares de

18-OH-B obtenido por CLAPusando fase'móvil

isocrática Metanol: Agua (70:30), Flujo 1 ml/min,

y demás condiciones como se indica en Materiales

y Métodos.

H Figura 20: zona recolec­
tada de cada pico.mit...)

Abs.

de Rc como el intervalo

entre el cromatograma del

de.
Rc l Figura 21: determinación

I

IJ
) y elregistrador (

gráfico dpm-vs-fraccián
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en el cromatógrafo. La Figura 19muestra un cromato­

grama tipico obtenido. El cromatograma luego se alar­

gó (mediante el aumentode la velocidad del registra­

dor manteniendo el flujo de elución constante) y el

material correspondiente a cada pico se recolectó,
luego de tener determinado el Rc (Ver más adelante).

Cada pico se colectó como se indica en la Figura 20

desde A hasta B. La pureza de cada fracción se deter­

minó por recromatografía sucesiva de esta fracción

en 5 fases móviles diferentes (Tabla 1 ) obteniendo­

se siempre un sólo pico. Cuando las muestras cromato­

grafiadas se usaron luego para cromatografía en pa-‘

pel no se realizaron las recromatografias recién in­
dicadas.

7) Estudios 59959 óptima recuperación: Con el fin de

recolectar solamente el material correspondiente a cada

pico obtenido (sin perder radiactividad de la muestra

y sin recolectar sólo fase móvil que aumentaría inne­
cesariamente el volumende cada fracción colectada

dificultando el análisis posterior por cromatografía

en papel)se hizo necesario determinar tan precisamente

comofuera posible el intervalo de tiempo entre la

señal del registrador y la salida del efluente co­

rrespondiente. A dicho tiempo lo denominamos Rc

o Retardo de Colección. Esta determinación es

importante cuando se trabaja con equipos no automati
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Fase Móvil Indice de Polaridad

Metanol 6,6

Metanol-Agua (50:50) 7,8

Metanol-Agua (70:30) 7,3

Acetonitrilo i 6,2

Acetonitrilo-Agua (85:15) 6,6

Fases móviles usadas en CLAPpara 1a determinación 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 1a fase m6­

vil; Ix y Iy Indices de polaridad de los componentes x

e y de 1a fase móvil (127).
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zados, comoocurrió en este caso.

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

ml/min., el Rc se determinó inyectando en el cromaté

grafo Corticosterona-14C (0,02 UCi en 20 Ul), y coles

tando luego el efluente en fracciones cada S segundos

entre la aparición de la señal en el registrador (o

detector) (AS) y el fin de tal señal (FS) más cinco

minutos. La radiactividad se contó en cada fracción

por centelleo líquido y el gráfico de "dpmvs frac­

ciones" se superpuso al cromatogramadel detector.

Comopuede verse en la Figura 21 el Rc es igual al

intervalo entre ambosgráficos. Para minimizar

errores, la velocidad del registrador se expandió a

12.5 cm/min.

Luego se calculó una constante K igual a

ComoRc resultó 228 Ï 0-05segundos; se obtuvo

K = 0,38 m1

Por último el Rc se determinó para cada flujo

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

K

flujo
K es caracteristica para cada aparato y debe
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ser definida comoel volumen muerto entre la señal

del detector y el dispositivo de salida de flujo.

Consecuentemente Rc es el tiempo necesario para que

una porción ideal de fase móvil avance através del

volumen K a una dada velocidad de flujo.

También se ensayaron otros 2 métodos alterna­

tivos para la determinación del Rc, los cuales se ig
dican en la Referencia (127).

7 B) Recuperación Cuantitativa: Adistintos flujos
14C-Corticoste­(Tabla 2 ) se inyectaron muestras de

rona (0,02 PCi en 20 Pl) y se recolectaron usando los
Rc calculados comose indicó en la Sección anterior;

b) CLAPPreparativa.

1) Generalidades: Para este tipo de CLAP,usada

en la separación de Aldosterona de su forma menos pg

lar'se usó un equipo MICROMERITICSequipado con un

sistema propulsor de solventes modelo 750, un inyec­

tor manual modelo 730 con un "loop" de 1 ml; y un

detector de indice de refracción para monitorear el
efluente.

Las columnas usadas fueron de 500 mmde longi­

tud x 10 mmde diámetro interno, rellenas con fase

reversa (Alltech R-Sil C-18 HL10 Pm).

2) Fase Móvil: La fase móvil usada fue Metanol-Hzo
(70:30), y fue preparada con los mismossolventes 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

14c-B)Recuperaciones de patrones (0,02 pCi en 20 pl de

obtenidas cuando el Rc se calculó como en Estudios sobre

óptima recuperación.



3) Flujo: Se usó un flujo de 4 ml/min.

.54.



nn.,--m---_i--__--_i--,IIl_.III__.-__IIIL_JIII__III__III_.III__III__.'I__.'I__..'W_ll.__]'.__JIILa

.35.

IV) GENERALIDADES METODOLOGICAS COMUNES A LOS EXPERIMENTOS

DE INCUBACION DE ADRENALES DE RATA.

a) Animales.

b
V

Se usaron ratas macho entre 200 y 300 grs.

de la cepa CHBB-Thompertenecientes al bioterio

de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de

la Universidad de Buenos Aires.

Obtención, prggaraciégfy tratamiento del tejido.

Las ratas fueron decapitadas e inmediatamen­

te se extrajeron las adrenales a las que¡sobre hie­

lo¡se les quitó el tejido graso adherido. Las adrg
nales obtenidas fueron tratadas de una de las dos

maneras siguientes:
l) Para Incubaciones de cuartos de adrenales:

las glándulas se cuartearon y los cuartos se reunig

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 glándulas se pesaron, se cuartearon; y
los cuartos se homogeinizaron en el buffer adecua­

do en la relación 200 mgde tejido/ l ml de buffer.

En ambos casos los medios biológicos fueron

mantenidos en baño de hielo (49€) hasta el momento

de comenzar la incubación.
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c Soluciones buffer.

Las composiciones de las soluciones buffer

variaron de acuerdo al valor de pH y al modode

preparación de las adrenales (cuartos u homoge­

natos). Independientemente de estas dos condicig
nes las soluciones buffers tenían:

NaCl 130 mM

ClK 5,2 mM

ClZCa 2,6 mM

804Mg 1,3 mM

Glucosa ll mM

Además, para cada condición, la composición

era: Para Incubaciones con cuartos de adrenales:

pH = 7,4 : buffer Hco; / c0332 13,5 mM

coo“ / CHpH = 4,8 : buffer CH COOH 13,5 mM3 3

pH = 3,3 z buffer PO4H; / PO4H3 13,5 mM

Para Incubaciones con Homogenatos de adre­

nales: i

pH = 7,4 : buffer Tris-HCl 13,5 mM

pH = 4,8 : buffer CH3coo' / CH3COOH13,5 mM

En todos los casos la fuerza iónica fue

de 0,57 mo1esl/2.

d) Condiciones de las incubaciones.

Excepto en los casos indicados expresamente

las incubaciones fueron realizadas en vasos de ui

drio neutro Schott & Gen-Mainz de lO ml de capaci
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dad, en un incubador metabólico Dubnoff con aqi

tación, a 379€, bajo atmósfera de carbógeno

(02 : CO2 (95 : 5)). El volumen de los incubados
fue de 2 m1.

Disolución de los precursores.

Los esteroides usados,disueltos en tolueno
+ etanol (9 + lhtanto radiactivos comoradio­

inertes, se pipetearon en los vasos de incuba­

ción y se llevaron a sequedad bajo N2 a temperg

tura ambiente. El residuo seco se tomó con 4 gg

tas de CH2C12y 2 gotas de propilenglicol. Luego

se evaporó el CH2C12bajo N2 a temperatura ambien­
te, con lo que el asteroide quedaba disuelto en

el propilenglicol (PG). En el caso de usar homg

genatos como medio biológico, a 1a suspensión

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 biológico consistió en cuartos de adrg

nales se agregaba el medio buffer al PG, y se

colocaban los vasos en el incubador a 379Gbajo

carbógeno durante 30 minutos. Cumplido este

tiempo se agregaban los cuartos de adrenales a
cada vaso de incubación.

Comométodo alternativo, los esteroides se

dejaron en residuo seco en los vasos de incuba­
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ción, y sobre ellos se agregaron: o bien el bu­

ffer (30 minutos antes de agregar el medio bio­

lógico) o bien los medios biológicos directameg
te.

Agregados de otros compuestos a las incubaciones.

En casos particulares se agregaron otros

compuestos a los medios de incubación: a) mala­

to, NADP+y NADPH(Sección X de Materiales y Mé­

todos) y b) ACTH(SecciónXIII).Los compuestos del

caso a) se disolvieron en los buffers; y la ACTH

se agregó directamente al medio de incubación.

Tratamiento de los incubados.

Una vez finalizado el tiempo de incubación

requerido en cada experimento los incubados se

trataron de la siguiente manera:

l) Incubacigggg con cuartos de adrenales:

El sobrenadante se volcó sobre 1 ml de C12CH2y

se extrajo 3 veces con 5 ml de ClZCH2por vez.

El tejido adrenal de cada vaso de incubación fue

homogeinizado con 2 ml de etanol al 20%en agua,

y el homogenato obtenido se extrajo 3 veces con

5 ml de Cl CH2por vez. Los extractos clorurome­2

tilénicos provenientes del sobrenadante y del

tejido se juntaron; se llevaron a 10 m1a 379G

bajo N y se le agregaron 0,02 pCi de Aldoste­2'
rona-4-14C como trazador de pérdidas.
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2) Incubaciones con homogenatos: Una vez

finalizada 1a incubación el incubado se extrajo

directamente con CIZCH2de 1a forma indicada

para el sobrenadante de las Incubaciones con Cuag
tos de adrenales. El extracto clorurometilénico

se llevó a 10 m1 con N2 a 379G y se le agregaron

0,02 pc1 de A1dosterona-4-14C como trazador de

pérdidas.

Cuandose quería medir la cantidad de la

FMPAque se formaba en la incubación, también se

agregaba como trazador FMPA-14Cobtenida a par­

tir de Aldosterona-4-14C comose indica en la

Sección II. El extracto, con los trazadores, se

denominóextracto inicial (EI). Luegodel agre­

gado de los trazadores se tomó una alícuota del

3H y de2%de EI para medir la radiactiuidad de

14C. Luego se llevó a sequedad (379G; N2) el reg

to del extracto orgánico. Cuando B era usada como

precursor, el residuo seco obtenido se cromato­

grafió primero en el sistema TPG. La metodología

empleada se detalla más adelante.

En cambio, cuando los precursores fueron

18-0H-B y MACel residuo seco se sembró sobre

papel WhatmanN9 1 y se desarrolló cromatografí­

camente en el sistema Bush BS. E1 cromatograma

se reveló por radiocromatografía, y se evidencia
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ron 6 picos con los siguientes Rfs: 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 lB-OH-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 los

correspondientes a las 4 formas menos polares de

la 18-0H-Bobtenidas también químicamente a partir

de 18-OH-B con HCl.

El material correspondiente a estos picos

fue cuantificado (para Aldosterona) o bien semi­

cuantificados según las técnicas que luego se de:
tallan.

Determinacióncuantitativa de Aldosterona tritiada.
Para la determinación cuantitativa de A1­

dosterona tritiada (Aldo-3H)se siguió la técnica
descripta por Kliman y Peterson G28). Esta puede

dividirse en 4 etapas.

19 etapa: Obtención de Aldo impura.

En el cromatograma proveniente

del sistema Bush BS, como ya se indicó recién,

eran detectadas 6 zonas radiactivas, una de las

cuales correspondía a la movilidad de Aldo:

RE = 0,31. Esta zona, denominada Aldo impura (A1­

do-I) se eluyó con metanol (3 veces con 3 m1 cada
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vez). Se tomó luego una alícuota del 5%del ex­

tracto metanólico con el fin de medir la radiac­

tividad en 3a y 14s.

29 etaga: Obtención del derivado diacetila­
do (Figura 22 ).

El extracto metanólico remanente

de Aldo-I se llevó a sequedad (379€; N2) y se
trató el residuo con 0,2 m1de Piridina y 0,2

ml de Anhidrido acético. Se agitó la mezcla y

se mantuvo en oscuridad a 309€ durante 20 hs.

Se agregaron a continuación 2 ml de metanol, se

agitó y se mantuvo la solución 15 minutos a

temperatura ambiente. Luego se la llevó a sequg

dad (379G; N2), y el residuo seco se sembró

con ClZCH2sobre tiras de papel Whatman N9 l

para ser desarrollado en el sistema CyDi I (123

(Ciclohexano + Dioxano + Metanol + Agua: 4 : 4 :

2 : l) junto a un estandard radioinerte de 18,21­

Diacetato de Aldosterona (18,21-DAA). Los cro­

matogramasobtenidos se revelaron por radiocro­

matografia excepto el del estandard de 18,21-DAA

que se detectó por absorción al Ultravioleta
(UV). Las zonas radiactivas correspondientes a

la mismamovilidad del estandard se eluyeron

con Metanol (3 veces con 3 m1 cada vez), y el

extracto metanólico se dividió en 2 partes de
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10%y 90%respectivamente. A la primera se le

midió radiactividad en 3Hy 14€ y al resto se

lo llevó a sequedad (379G; N2).

39 etaEa: Obtención de la lactona de la

Aldosterona (Figura23).

El residuo seco anterior se tra

tó con 2 ml de solución de CrO3 al 0,5% P/v en

Acido Acético Glacial. Se agitó, se tapó y se

dejó 15 minutos a 289G en oscuridad. Pasado di

cho período de tiempo se agregó l ml de HZO
destilada, se agitó, y la solución resultante

se extrajo 3 veces con 6 ml de ClZCH2cada vez.
El extracto clorurometilénico se lavó 2 veces

con l ml de HZOcada vez, y se llevó a sequedad

a 379€ bajo N2. El residuo seco se sembró sobre
tiras de papel WhatmanNQl y se corrió en el

sistema CyDi I. Los cromatogramas se revelaron

por radiocromatografia y la zona radiactiva que
14contenía C (la de mayor actividad radiactiva

en el radiocromatógrafo) se eluyó con metanol.

El extracto metanólico se dividió en dos por­

ciones de 10 y 90%respectivamente. A la pri­

mera se le determinó la radiactividad en 3H y

14€ y a la segunda se la llevó a sequedad a

379G bajo N2.
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49 etapa: Verificación de la pureza de

la lactona de Aldosterona.

El residuo seco se sembró sobre

tiras de papel WhatmanN9 1 y se corrió en el

sistema Ciclohexano + Benceno + Metnaol + Agua

(4 : 3 : 4 : 1) (128). Los cromatogramas se re

velaron por radiocromatografía y la zona radiag
tiva correspondiente al 14C (la de mayor activi
dad) se eluyó con metanol.Al extracto metanólico

se le redujo el volumen (N2; 379€) y se midió
la radioactividad en 3Hy 14€.

Con las medidas de radiactividad se ob­

tuvo la relación 3H/14C;a partir de la cual,

según el clásico métodode dilución isotópica,
es posible determinar:

3Hpurificada: Ell) ggggga de la Aldo­

criterio adoptado consiste en obtener constan­

cia en la relación 3H/14Cluego de 2 pasos su­

cesivos de purificación. En nuestro caso la re­

lación 3H/14Cse mantuvo constante luego de las

cromatografias de la lactona en los sistemas

CyDi I y Ciclohexano: Benceno: Metanol: Hzo; y
en varios casos también la constancia se veri­

ficó a partir del diacetato de Aldo.

2) Análisis Cuantitativo: E1 "x" de Aldo-3H

producida en la incubación, se calculó tenien­



lllu_lllr_lIl“JIIL_IIl__IIIW_II!_J!IL_JIIL“JI!LÉJ!!L_!I!__

i y

.94.

do en cuenta las pérdidas de A1do-3H sufridas

a través de los pasos de purificación desde el

EI hasta 1a obtención de 1a relación 3H/14C

constante. Esta evaluación de las pérdidas se
14efectuó con el uso de Aldo' C como trazador.

Aldosterona de 1a forma menos polar de 1a Aldosé

terona: su purificación y cuantificación.
Se había establecido antes (Sección II) que

la Aldosterona formaba 1a FMPAen medio HCl. Con

el objeto de investigar si la FMPAse formaba en

los medios de incubación usados, se estudió la

composición del material correspondiente a1 pico

de Rf = 0,93 de 1a cromatografía del EI del in­

cubado en el sistema Busth.
El material del pico de Rf = 0,93, se e­

luyó con Metanol (3 veces con 3 m1 cada vez) y

se llevó a sequedad (N2; 379G). El residuo seco

se tuvo 1 dia en NH30,013 N, y se cromatogra­

fió sobre papel WhatmanN9 l en el sistema Bush

BS. Se reveló el cromatograma por radiocromato­
grafía, y se observaron 2 picos de Rf = 0,12 y

Rf = 0,93. Las zonas radiactivas se cuantifica­

ron por triangulación de los picos respectivos

primero, y por conteo de 1a radiactividad luego
de eluir el material de cada zona con 9 m1de

Metanol. Los resultados indicaron asi, que el
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tratamiento en NH3revirtió parte del material
de Rf a 0,93 a 18-0H-B, pero que en dicho pico

había radiactividad que no revertía en NH3.La
parte que revirtió se verificó que era la for­

ma menos polar de la lB-OH-B obtenida en medio

ácido (Ver Sección I). Al material del pico de

Rf = 0,93 que no revirtió con NH se lo trató3,

con 0,5 m1 de HKCO3al 0,4% en metanol durante

8 hs_a 309G, en atmósfera de N2 y en oscuridad.

Se agregó l ml HZOy se extrajo con CIZCH2 (3
veces con 4 m1cada vez). El extracto cloruro­

metilénico se secó con Nazso4 (anhidro) y se

evaporó a 379€ bajo N2(l39).
El residuo seco obtenido se cromatografió

sobre papel Hhatman N9 1 en el sistema Bush BS;

revelándose el cromatograma por radiocromato­

grafía. Se evidenciaron así 2 picos de Rf = 0,12

y Rf': 0,93, concluyéndose que el material del

Rf = 0,93 original (el proveniente del EI del ig

cubado), contenía ademásun material saponifica­

ble, posiblemente un éster de 18-0H—BHB).

El material radiactivo que permanecióinal

terado luego de estos tratamientos con NH3y

KHCO se eluyó del cromatograma con Metanol3!

(3 veces con 3 ml cada vez) y el extracto orgé

nico se llevó a sequedad bajo N2 a 379€. El rs
siduo seco se cromatografió, sucesivamente, en
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los sistemas Bush A y CiDi I obteniéndose en

amboscasos, luego del revelado por radiocro­

matografía, un solo pico de Rf = 0,13 y Rf =

0,78 respectivamente. Comodichos Rf coincidí­

an con los de la FMPA,se procedió a verificar

tal identidad.

Para éso se cromatografió el material ra­
diactivo aislado de los medios de incubación

mezclado con la FMPA(obtenida por tratamiento

de Aldo con HCl y separada por cromatografía

sobre papel Whatmanen el sistema Bush BS) en

los siguientes sistemas cromatográficos:

1) Placa Delgada sobre silica gel.
Fase Móvil = Benceno: Acetato de Etilo-Zzl.

2
V Placa Delgada sobre Silica gel.

Fase Móvil = Hexano : Acetona-Sz4.

3
V

Placa Delgada de Alta Performance sobre

Silica gel.
Fase móvil :Benceno: Acetato de ¡Stilo-2:1.

4 Placa Delgada de Alta Performance sobreV

RP-18.

Fase Móvil = Metanol : Hzo (7o : 30)

5 Cromatografía Líquida de Alta Presióny

con fase reversa (P-Bondapak = C-18).

Fase Móvil = Metanol z HZO (70 : 30).



En los sistemas cromatográficos del l) a1

4) se reveló 1a placa por absorción a la luz UV,

y se eluyó 1a zona correspondiente a la presen­

cia de absorción y el resto de la placa con Me­

tanol. De cada extracto metanólico se tomó una

alícuota para medir la radiactividad en 3B. En

todos los casos se obtuvo como resultado que la

radiactividad se hallaba sólo en la zona donde

se producía la absorción de la luz UV.

En el caso del sistema cromatográfico 5)

se colectó la zona correspondiente al pico de

1a FMPA(Tiempo de retención = 16.2 minutos) y

el resto del eluído, en fracciones de 1 ml. A

las fracciones colectadas se las llevó a seque­

dad (NZ; 379G o bajo vacío),y se les midió la
radiactividad. Así se evidenció que la única

fracción colectada que tenía radiactividad era

1a correspondiente a la colección del pico de

1a FMPA.Sobre 1a CLAPaquí descripta cabe se­

ñalar que la colección del pico de 1a FMPAse

realizó según las Condiciones Optimas de recolec­

ción que aseguran el 100%de recuperación según

los estudios llevados a cabo a1 respecto (Ver

SecciónEIII), y que en el cromatograma aparecie­

ron, ademásdel pico principal que correspondía

a 1a FMPA,otros picos de menor tamaño caracte­

rístiCos de cuando se cromatografía por CLAP,
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algún material proveniente de una elución de

papel.

Por último, la mezcla FMPAradioinerte +

material radiactivo de Rf = 0,93 inalterable con

NH3y KHCO3;se recristalizó de éter etilico-hep
tano, midiéndose la Actividad específica luego

de cada recristalización hasta constancia.

De esta manera se concluyó que el material

radiactivo aislado por cromatografía en papel

luego de tratamientos con NH3y KHCO3correspon­

dia a la FMPA,que se habia formado durante la

incubación. Por lo tanto, comose sabía que la

FMPAestaba en equilibrio con Aldo, y como era

Aldo la que se queria cuantificar, se procedió
a cuantificar la FMPAformada durante la incu­

bación, y su valor se sumó al correspondiente a

Aldo obtenido según el método de Kliman y Peterson

descripto másarriba.
Para efectuar la cuantificación de la FMPA

formada durante la incubación se usó, lo mismo

que para Aldo, el métodode dilución isotópica.

De la cromatografía del EI en el sistema Bush B5

(Ver Tratamiento de los Incubados) se aisló el

material del pico de Rf = 0,93, el cual se lo

trató con NH3 y con KHCO3tal como se mencionó

antes, con la única variación de tomar ahora
alícuotas de los eluídos de las cromatografías
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luego de cada tratamiento, con el fin de medir

la radiactividad en 3a y 14o.

El material inalterado por NH3y KHC03,se

cromatografió en el sistema CyDi I (128) o Bush
A (140) y el material del único pico observado

por radiocromatografía se eluyó con Metanol. Del

extracto metanólico se tomó el 50%para medir

la radiactividad en 3H y 14€.

Con las medidas de 3H y 14€ iniciales y

finales (FMPApura) se procedió a sacar el Z de

FMPAteniendo en cuenta las pérdidas sufridas

por dicho compuesto.

Aldo total.

Así, finalmente, luego de determinar el

Aldo-3H según Kliman y Peterson y la FMPA-3H

por esta metodologia recién descripta; se cal­
culó el %Aldosterona total formada durante la

incubación como:

1 Aldo TOTAL = x Aldo-aii + x FMPAH3 H

_-_-_l.- __.A-__._..e*ut.-_.___.___.­

Semicuantificación de otros productos.

Aparte de cuantificarse Aldosterona comoproducto

de las incubaciones; también se semicuantificaron otros

compuestos:

k) ¿sima megggfpplar de 18-0H-B de RH= 7.18.

La forma menos polar de 18-0H-B de RM7.18,



"* -100­

se purificó a partir del material de Rf: 0,93

obtenido en la cromatografía del EI en el sis­

tema Bush BS. Dicho material fue tratado con

NH30,013 N, medio en el que demostró revertir

totalmente a lB-OH-B, tal como se indica en

Resultados. Luego de 24 hs se neutralizó con HCl

y se croamtografió en el sistema Bush BS. Se
detectó luego 1a lB-OH-B;se eluyó, el extracto

se llevó a sequedad y el residuo seco se trató
2 .N; cromatografiandose el productocon HCl 10'

sobre papel Whatman N9 1 en el sistema Bush BS.

Por radiocroamtografía se evidenciaron S picos

con Rfs e intensidades que seguían el patrón ob

tenido en la producción de las formas menos po­

lares de la lB-OH-B, lo cual hablaba en favor

de la pureza e identidad de la RM7.18 reverti­
da a 18-OH-B.

Para la semicuantificación del RM7.18

producido durante 1a incubación se asumió que

este compuesto sufría en la cromatografía en

Bush B5 del EI las mismas pérdidas que la FMPA;

y que en la reversión de RM7.18 a lB-OH-B con

NH3se volvía a producir la misma pérdida. Por

lo tanto, comodicha pérdida se había calculado

para la cuantificación de la FMPA,(Ver punto

i) más arriba), se pudo semicuantificar el RM7.18.
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Material sagonificable con KHCO3(MS).
MSse purificó y semicuantificó a partir del

material radiactivo del pico de Rf 0.93 obteni­

do en la cromatografía del EI.

Este material saponificable se purificó

luego de haberse separado con NH3el RM7.18

también contenido en el Rf = 0.93. Por tratamieg

to del material residual con KHCO3tal cual se
describió en 1a cuantificación de Aldosterona

de la FMPA, se obtuvo lB-OH-B de MS.

Dela radiactividad total del material del

pico de Rf 0.93 de 1a cromatografía en Bush B5
del EI se restaron: la radiactividad de la FMPA

ya cuantificada y la radiactividad de la RM7.18
semicuantificada, teniendo en cuenta las pérdi­

das sufridas por esos compuestos hasta dicho pg
so de purificación.

El valor de radicatividad remanente se

asignó a MS. A dicho valor se le aplciaron las

pérdidas sufridas por 1a FMPA,y así finalmente

se obtuvo el valor de radiactividad del MSen EI.

18-0H-B forma M.

Este compuestose semicuantificó a partir

del material radiactivo del pico de Rf = 0.12

obtenido en 1a cromatografía del extracto ini­
cial del incubado.
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Para verificar que dicho material corres
pondía sólo a 18-0H-B, se lo eluyó con Metanol

(3 veces con 3 ml cada vez) y el extracto orgé

nico obtenido se llevó a sequedad a 379Gbajo
2

N El residuo seco se trató con HCl 10' N du2.

rante 10 minutos, y se sembró sobre tiras de

papel WhatmanN9 1, para cromatografiarlo luego

en el sistema Bush BS. Por radiocromatografía
se revelaron 5 picos con movilidades e intensi­

dades relativas iguales a las obtenidas con el

mismo procedimiento sobre 1,2- 3H-lB-OH-Bpa­
trón.

Verificada la pureza del material de Rf­

0.12, éste se semicuantificó asumiendoque la

18-0H-B habia sufrido las mismas pérdidas que

la Aldosterona —14Chasta la cromatografía en

el sistema Bush BS.

18-Desoxialdosterona.

este compuestose semicuantificó a partir

del material radiactivo del pico de RM= 4,33
(Rf = 0.52) obtenido en 1a cromatografía del EI

del incubado en el sistema Bush BS.
Para verificar que dicho material corres­

pondía sólo a 18-DAL, se le eluyó con Metanol

(3 veces con 3 ml cada vez) y el extracto meta­

nólico se llevó a sequedad a 379€ bajo N2. Este
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residuo seco, paralelamente a otro de lB-DAL-3H

estandard obtenido por suspensión de lB-OH-Ben

HCl (Ver Sección I de Materiales y Métodos), se

trató con 0,2 ml de piridina y 0,2 m1de Anhí­

drido Acético (128)durante 20hs a 379€. Luego

Se agregaron 2 m1 de metanol y a los 10 minutos

se llevó el extracto a sequedad (N2; 379€). Los
residuos secos finalmente obtenidos se sembraron

sobre papel WhatmanN9 1 junto a estandard radig

inerte de lB-DAL-Zl-Acetato, y se cromatografia­

ron en el sistema Bush Bl( 140 ). Los cromato­
gramas provenientes de lB-DAL- 3H y del material

radiactivo del pico de Rf = 0.52 se revelaron

por radiocromatOgrafia evidenciándose en ambos

casos l pico de Rf = 0,58 , coincidente con la

posición del estandard de 18-DAL-21-Acetatore­

velado por absorción a la luz U.V.

Finalmente, el material radiactivo del Rf:

0,52 se sometió, junto a l8-DAL‘3H, a las prue­

bas de reversibilidad en residuo seco y en NH3

0.013 N descriptos en la Sección I de Materiales

y Métodos para las formas menos polares de la

18-0H-B. Por comparación de los resultados obser

vados entre las muestras y lB-DAL, se concluyó
Que existía identidad entre ambos.

Una vez comprobada la identidad, se proce

dió a semicuantificar la lB-DAL-3Hformada duran
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te la incubación. Para ello se asumió que la

lB-DAL-3Hproducida habia sufrido las mismas

pérdidas que la Aldosterona-14C hasta esta mi;
ma etapa.

Otras formas menos polares de la lB-OH-B.

Hasta aqui se indicó la semicuantificación

de dos de las cuatro formas menos polares de la

lB-OH-Bproducidas durante la incubación, las de

RM 7,18 y de R

RM 5.26 y RM

te) la identificación y la posterior semicuanti­

M4,33. Para las dos restantes de

6.33 (Rfs 0,63 y 0,75 respectivameg

ficación se hicieron a partir de los materiales

radiactivos de los mismosvalores de Rf que los

arriba indicados, presentes en el cromatograma
del EI del incubado.

Para su identificación se hicieron las

pruebas de reversibilidad en residuo seco y en'

NH 0,013 N contra patrones de las mismas for­3

mas menos polares de la lB-OH-Ba identificar,

obtenidas a partir del tratamiento de 18-0H—B

con HCl 10'2 N, tal como se ha descripto en la

sección I. EntoncesFomparando los porcentajes
de reversión a lB-OH-Bforma Mde los estandard

y de las muestras, se concluyó que había identi­

dad entre ambas, asumiéndose asi que los materia

les de los picos de Rf = 0,63 y Rf = 0,75 de la
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cromatografía en Bush Bsdel EI del incubado co­

rrespondían a las dos formas menos polares de

la lB-OH-Bde idénticos Rfs.

La semicuantificación se realizó de la

misma manera que para la 18-DAL, asumiendo la

igualdad entre las pérdidas sufridas por ambos

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

p) Mediciónde radiactividad.

Para la medición de la radiactividad sobre

alícuotas de distintas fracciones las muestras se pipeteg
ron en viales de bajo contenido en potasio, y luego se

evaporó el solvente hasta sequedad bajo corriente de aire

o en_desecador bajo vacío. Los residuos secos se disolvig

ron en 10 ml de liquido centelleador de la sigueinte com­

posición: solución en tolueno de 0,4% p/v de PPO(2,5­

difeniloxazol) y 0,025% p/v de dimetil POPOP(l,4—bis

2-(4-metil-5-feniloxazolil) benceno).

Las muestras así 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 difiuentesegún se tra­

te de medir un isótopo d 2 isótopos.

En el caso de que se trate de la medición de un sé

lo isótopo el aparato mide previamente una curva de cali­
bración consistente en una serie de muestras estandards

que contienen cada una la mismaactividad radiactiva pero
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diferente grado de "quenching" (141). Para cada muestra

el contador mide las cpm, la eficiencia y el grado de

"quenching", y establece y adopta un "setting" óptimo de

grillas voltaicas, incorporándose automáticamentetoda

esta información a la computadora. La medición del grado

de "quenching" de una muestra cualquiera es entonces efes
tuada por el contador de la siguiente manera: mide la ac­

tividad radiactiva de un estandard externo en presencia y
en ausencia de la muestra a medir. El impulso eléctrico

proveniente de cada medición es luego rectificado a una

onda cuadrada de base constante. De esta manera, el co­

ciente de las alturas de ambasondas expresa el factor

de "quenching".

Una vez incorporadas las curvas de calibración de

ambos isótopos, se midió 1a radiactividad de las muestras

experimentales. Para éso, el annato mide el grado de

"quenching" de cada muestra y lo corrige en base a las

condiciones del estandard más próximo. 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 relación constante en los

métodos de dilución de isótopos con formación de deriva­

dos y las posibilidades de corregir "quenching" en estos

93525: En el caso de dos isótopos el problema se complica

por la necesidad de tener que tener en cuenti en una mis­
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ma muestra desconocidalno sólo la eficiencia de ambosi­
sótopos sino también el diferente grado de penetración

del isótopo de mayor energía en el campo del de menor e­

nergía.

El problema llega a su complicación máxima cuando

las comparaciones se deben efectuar entre relaciones iso­

tópicas de estructuras químicasdiferentes caracteristi­
cas de cada uno de los pasos analíticos de un método de

dilución isotópica con formación de derivados de doble

marcación.

En este último problema el "quenching" tiene tres

tipos de consecuencias: l) disminución de 1a eficiencia
de una sóla o de las dos marcaciones isotópicos; 2) co­

rrimiento del espectro del isótopo de mayor energia hacia

los campos del de menor energia; 3) modificación en el

grado en que cada agente quencheante es sensible a los

dos factores anteriores debido al cambiode estructura

molecular que sufre la molécula esteroidea entre un paso

y otro. (Para la influencia de la estructura esteroidea

y de la posición de la marcación sobre el "quenching" ver

(142)).
Estos factores imponen entonces un método que no

se contente con corregir una o ambas eficiencias sino

que debe corregir también, para cada muestra, el "se­

tting" de las grillas voltaicas tendientes a eliminar
energia proveniente de isótopos foráneos.

El establecimiento, para cada muestra, de ganan­
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cias y grillas óptimas es un problema tan tedioso que re­

sulta imposible en aparatos no computarizados y no progrg

madospara tal fin.

El equipo que se utilizó en mi tesis, sin embargo,

consigue establecer ganancias y discriminaciones de gri­

llas óptimas debiéndose a este perfeccionamiento la bue­

na coincidencia de relaciones de isótopos entre el penúl­

timo y último paso del método de doble isótopo 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 objeto de estudiar 1a capacidad precursora

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

compuestos obtenidos a1 suspender 18-OH-B forma Mdu­

rante 10 minutos en HCl 10.2 N; ver Sección I) se re­

alizaron los siguientes experimentos:

0,8 pc1 de 1,2-3H—18-0H-B o de MAC-3Hse incubg

ron en presencia o ausencia de 100 Ï 5 mg de cuartos

de adrenales. Las variables de cada incubación fueron:

1) Precursores: comoya se indicó fueron 1,2-3H­
3

lB-OH-B 6 MAC-H (0,8 pc1 de cada uno).

2
V Tejido Adrenal: como ya se indicó cada incu­

bación se realizó en presencia (Biótica) o

Ï 5 mg de cuartosausencia (Abiótica) de 100

de adrenales de rata.

3) pH del medio de incubación: se usaron medios

buffers de pH= 3,3 ó 4,8 ó 7,4, cuyas compo­

siciones se hallan en 1a Sección IV.

4) Tiempode incubación: las incubaciones se re­
alizaron durante 1 h. ó 2 hs.

5
V

'Preincubación: cada incubación se realizó Egg

Preincubación o sin Preincubación. Las incu­
baciones con preincubación consistian 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 glándulas y pasarlas

a otro recipiente con el mismomedio buffer

que contenía ahora el precursor radiactivo

requerido. Resulta obvio que en aquellos ex­

perimentos en los que no se usó tejido adre­

nal, no existió la posibilidad de efectuar
la preincubación.

Cabe destacar que los ensayos realizados en

ausencia de tejido adrenal, se realizaron

para evaluar la conversión espontánea de 18­

OH-B y MACA Aldo bajo las condiciones de

los ensayos ya que, para el 1ero. de los pre
cursores, dicho tipo de transformación ya ha

sido reportada (7).

Finalmente se realizaron 36 incubaciones por

triplicado, en las cuales cada una diferia de

la otra en alguna de las cinco variables l)

a 5) señaladas más arriba, midiéndose en cada

una 1a Aldosterona tritiada producida.También

se cuantificaron otros compuestos, tal c0mo

se indica en Resultados.

b) Tratamiento estadístico: para cada incubación se de­

finió 1a variable x = %de Aldosterona-3H producida du­

rante la incubación; y se calculó el í y el error estan
dard (EE).

Luegose realizó un tratamiento estadístico entre

todos los valores í y EE informados, conjuntamente con
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los correspondientes a las incubaciones del experimen

to siguiente (Sección V-B), relacionado, comose verá,

con el aqui descripto.

DJ EXPERIMENTOS SOBRE CAPACIDAD PRECURSORA DE M ngac,

INCLUIDOS EN L-IPOSOMASl PARA ALDOSTERONA.

a) Conel objeto de estudiar si la alta polaridad de

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

fectaba la entrada de las hormonasal tejido, se in­

corporaron éstas a liposomas obtenidos a partir de tg

jido graso de adrenal y luego se incubaron con las a­

drenales. Desde otro punto de vista se pensó, que es­

tando los lípidos involucrados en gran cantidad de prg

cesos metabólicos,(143) (144), ellos podrían afectar

la biosíntesis de la hormonalipídica Aldosterona.

Los estudios realizados con las hormonasincluï

das en liposomas responden exactamente a los experi­

mentos sobre capacidad precursora de My MACpara Aldos

terona (Sección V-A), en cuanto a la misma variación

de condiciones l a 5, ya detalladas en esa Sección.

Es decir que se realizaron 36 incubaciones por

triplicado en las cuales cada una difería de la otra
en alguna variable de las indicadas más arriba.

Luegode finalizada cada incubaciónlse cuantifi­
có la Aldosterona tritiada producida, comoasí también

otros productos tal comose indica en Resultados.

b) Tratamignto estadístico: de los valores obtenidos por
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triplicado en cada incubación se calculó, al igual que

en el experimetno anterior, el í y el EEde la variable

x = X de Aldosterona producida.

c) Formación de liposomas: la formación de liposomas

fue obtenida de acuerdo a las metodologías descriptas

por Abramson y colab. (145) y por Saunders y colab.

(146), a partir de grasa adrenal.

c1) Obtención de grasa adrenal: 12 adrenales de rata
se homogeneizaron con etanol acuosa al 20%v/v, y el

homogenatose extrajo dos veces con el triple de vo­

. El solvente orgánico se evaporó bajolumen de Cl CH
2 2

nitrógeno, a 379G, y el residuo obtenido se suspendió

en 3 ml de metanol. El extracto metanólico se dejó to­

da la noche a 49€ en heladera, y se decantó. Todos los

lípidos precipitados se disolvieron en l ml de C12CH2

y l ml del buffer que iba a ser usado (pHs 3,3 d f,8

ó 7,4) en la incubación posterior. Se evaporó en co­

rriente de N2el solvente orgánico y los lípidos que­
daron asi suspendidos en la solución buffer. La sus­

pensión se sonicó durante 20 segundos en un equipo

"Cell Disrupter" (Modelo 185 D. Heat System Ultrasonic

Inc., Rahway, N. J. ) a 130 watts/cmz. La formación de

liposomas por sonicación se chequeo por observación al

microscopio con aumento delo00 x, y por la estabilidad

de la suspensión formada.
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c2) Incorporación de losgprecursores a los liposomas:
de la suspensión de los liposomas formadas comorecién

se indicó, se tomaron 2 m1 y a ellos se agregó 0,3

m1 de MAC-3H en HCl 10'2 N o de M—3Hen el buffer que

se usaba en la incubación, que como se recordará era

el mismo medio de la suspensión de liposomas. Luego se

agitó vigorosamente durante 30 segundos cada suspensión

y se colocó a 379€ con agitación en un incubador meta­

bólico Dubuoff, durante 10 minutos.Terminado dicho ti­

empose comprobó 1a incorporación de radiactividad a

los liposomas de dos modos:

PRIMERO:la suspensión se centrifugó a 5000 rpm,

a 49€, durante 10 minutos. Se separaron el sobrenadan­

te y el precipitado y sobre alícuotas de cada uno de
ellos se midió 1a radiactividad, viendo el %de la ra­

diactividad total que estaba en el precipitado, el

cual se asignó a los liposomas.

SEGUNDO:1a suspensión se pasó por una columna

de Sephadex G-25, usando el buffer de incubación como

fase móvil, y recogiendo el eluato en fracciones de

1 m1. Luego en cada fracción se midió 1a radiactividad,

graficándose ésta en función de los ml eluidos. En el

cromatograma asi obtenido se observaron 2 picos de vo­

lúmenes de retención 6 m1 y 18 m1. Se calculó la ra­

diactividad de cada uno y se sacó el %de actividad

radiactiva total que correspondía al pico de<Vr,e1cuál

se asignó a los liposomas marcados.Compárese con (145).
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De ambas formas de comprobación, se dedujo que

no menos del 95%de la radiactividad se hallaba incog

porada a los liposomas.

TRATAMIENTOESTADISTICO CONJUNTO: Los resultados de

los experimentos sobre capacidad precursora para Aldog

terona de My MACen forma libre o incorporadas a lipg

somas (Secciones V-A y V-B), se juntaron como un único

experimento, exceptuando los datos correspondientes a
Preincubación.

Los datos de ambos tipos de experimentos se div;

dieron luego en "5 factores estadísticos", que se co­

rrespondían con las variables o condiciones de cada ig

cubación, a saber:
ler' factor: Precursor:

M-3H ó MAC-3M

2do' factor: Tejido Adrenal: presencia (Biótico) o au­

sencia (Abiótico) de 100 Ï 5 mgde tejido

adrenal.

3er' factor: pH del Medio de Incubación: buffer de pH

¿aiii-¿61:1
4 _.——to' factor: Tiempode Incubación: h. 6 2 hs.

StO' factor: Estado del precursor: Libre-o encerrado en

Liposomas.

Luego, con los factores así categorizados, se
realizó un Análisis de Varianza Multifactorial (ANOVA

de 5 factores). Coneste fin los datos se procesaron
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con una computadora VAX11/750 perteneciente a1 Insti

tuto de Cálculo de la Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales; determinándose 1a significación de los da­

tos; las interacciones entre los factores y las condi­

ciones óptimas de biosíntesis de Aldosterona con los

factores usados.
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VI) EXPERIMENTOS DE DILUCION DE MAC-3B CON lB-DAL RADIO­

INERTE.

Conociendo que MACera una mezcla de varios

compuestos (Sección I) con lB-DALc0mo principal compo­

nente (Resultados); y viendo que MACtenía propiedades

precursoras para Aldosterona (Secciones V-A y B, y Resul

tados): se estudió si elcompuesto del MACresponsable de

dicha capacidad precursora era lB-DAL.La suposición de

esta identidad se basaba en que: 1) en estudios anterio­

res (7) a los realizados en la presente tesis, el compo­

nente R 4.33 del MAC,identificado por nosotros como
M

IB-DAL(Resultados) presentó capacidades precursoras muy

semejantes a las obtenidas por nosotros con MACa pH 7.4,

sin preincubación.

2) Los experimentos de

Captura y de Curso de Reacción (Ver más adelante) indican

que lB-DALes intermediario en la biosíntesis de Aldos­
terona.

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

con cantidades crecientes de lB-DALradioinerte, bajo las

siguientes condiciones:
a) 100 Ï 5 mg de cuartos de adrenales a pH = 4,8 durante

2 hs., sin preincubación.

b) 100 Ï 5 mg de cuartos de adrenales;a pH = 7,4 durante

2 hs., sin preincubación.

Estas condiciones coinciden con las más favorables

para la biosíntesis de Aldosterona a partir de lB-OH-B,
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según puede verse en Resultados.

Luego de efectuadas las incubaciones se procedió a

determinar Aldosterona y 18-DALtritiadas comose indicó

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

DE OTROS PRECURSORES.

Los estudios sobre capacidad precursora para

Aldosterona hasta aquí desarrollados comprendieron como

sustratos lB-OH-B y 18-DAL.

Sobre 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 lB-OH-B.

b) Material saponificable a 18-OH-B.

a) Comose indicó en la primera parte de esta Sección de

Materiales y Métodos, y como puede verse en Resultados,

el tratamiento de lB-OH-B con HCl formaba 4 "formas menos

polares de 18-OH-B",una de las cuales, la mayoritaria de

RM= 4.33, fue identificada como lB-DAL. A las restantes

formas menos polares (RM= 5.26; 6.33 y 7.18) se les pro­
bó la capacidad precursora para Aldosterona, de 1a sigui­

ente manera: 0,005 a 0,02 pCi de cada forma menos polar

se incubaron con 100 Ï 5 mg de cuartos de adrenales de r3

ta a pH = 7,4 a 379€ durante 120 minutos. Finalizada la

incubación el sobrenadante y las glándulas se trataron

como en las incubaciones con lB-OH-B, (Sección IV) deter­

minándose finaLnente la Aldosterona producida.
1

al) Preparación de los Precursores: Las distintas formas
menos polares de 1a lB-OH-B usadas como precursores se

o 3prepararon por suspension de 1,2- H-lB-OH-Ben HCl, y se
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separaron por cromatografía en papel en el sistema Bush

BS. Las zonas radiactivas correspondientes a cada forma

menospolar se detectaron por radiocroamtografía, y se
eluyeron con metanol. El extracto metanólico se llevó a

l ml y de él se tomaron 0,8 ml, los cuales se pusieron

en el vaso de incubación y luego se llevaron a sequedad,

primero bajo N2 a 379€ y luego bajo vacio a temperatura

ambiente. El residuo seco se usó comoprecursor, y a él

se le agregaron 2 ml del medio buffer, y 30 min. después

los cuartos de adrenales, dándose en ese momentopor co­
menzada la incubación.

Los 0,2 ml restantes del extracto metanólico se

llevaron a sequedad bajo las mismascondiciones anterig
res y al residuo seco se le agregó l ml de medio buffer.

Se dejó 60 minutos a 379Gcon agitación esporádica y lug

go se trató comoel sobrenadante de incubación, excepto

14C-Aldosteronaal extracto clorurgque no se le agregó 4­

metilénico. Este último tratamiento tenía por objeto ver

el estado del precursor en la mitad de la incubación; y

servir comomedida de las transformaciones químicas (o

Abióticas) que el precursor usado podia sufrir.

Los experimentos se realizaron por duplicado.

b) En las incubaciones a partir de lB-OH-B y lB-DAL, se

pudo observar que al hacer la cromatografía de los extrag

tos de los incubados en el sistema Bush BS, aparecia en
el revelado, un pico de Rf = 0.93. El material de esta
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zona radiactiva, se estudió químicamente comose indicó

en la Sección IV, pudiéndose finalmente establecer que

uno de los componentes era un "material saponificable" o

"MS", postulándose que fuese un posible "éster de lB-OH-B".

Dicho MSse utilizó comoprecursor para Aldosterona.

Con tal fin 0,1 pCi de MSse incubaron sin y con 100 Ï S mg

de cuartos de adrenales de rata a: pH: 7,4 y 4,8, a 379G,

durante 60 minutos o 120 minutos en ausencia y presencia

de 18-OH-Bradioinerte. Finalizada la incubación el sobre

nadante y las glándulas se trataron comoen a) para deteg

minar lB-OH-B; Aldosterona; lB-DAL y MS, según las metofig

logias descriptas en la Sección IV de Materiales y Métodos.

bl) Preparación del Precursor: El MSradiactivo para usar
como precursor fue obtenido luego de muchas incubaciones

con 18-OH-B-3Hde las cuales se aisló MSde la forma des­

cripta en la Sección IV.

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 objeto de estudiar la posible secuencia de

formación de intermediarios a partir de lB-OH-B(forma

M)para la biosíntesis de Aldosterona, se realizó un ex­

perimento de "Curso de reacción" consistente en cuanti­

ficar el precursor, el producto final, y los intermedia­

rios que eran separados por cromatografía en papel.

El experimento consistió en incubar 0,8 pCi de

1,2-3H—18—0H—B(Curso de Reacción a partir de lB-OH-B)

con 100 Ï 5 mg de cuartos de adrenales de rata, a 379€,

bajo atmósfera de carbógeno (95% O2 + 5%O2 ) en buffer

de pH 7,4 y 4,8. Los tiempos de incubación fueron 30, 60,

90, 120 y 150 minutos. El experimento se realizó por du­

plicado.
Finalizadas las incubaciones se procedió a cuanti­

ficar, a partir de las glándulas y del sobrenadante de

incubación, 18-0H-B (forma M), lB-DAL, y la Aldosterona
total.

Los detalles de incubación así como las metodolo­

gías de cuantificación, se hallan descriptas en la Sec­
ción IV.
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IX) EXPERIMENTOS DE ATRAPAMIENTO.

a) Exoerimento de atrapamiento de lB-OH-Bradiactiva

agpartir de 1L2-3H-Corticosterona en la biosínte­
sis de Aldosterona.

Con el fin de determinar si la lB-OH-Bactua

ba comointermediario de la biosíntesis de Aldcsterona a

partir de Corticosterona en adrenal de rata, se realiza­

ron los siguientes experimentos:

(100 Ï 5) mg de cuartos de adrenales de rata

fueron incubados a 379€, bajo atmósfera de carbógeno, 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 realizó por dupli­

cado. En todos los casos se cuantificó A1dosterona-3H.

b) Experimento. de atrapamiento de lS-Desoxialdoste­

rona radiactiva a partir de 1,2-3H-Corticosterona

en 1a biosintesis de Aldosterona.

Conel objeto de determinar si el esteroide

lB-Desoxialdosterona era intermediario en la biosintesis

de Aldosterona a partir de Corticosterona en adrenal de

rata, se realizaron los siguientes experimentos:

100 Ï 5 mgde cuartos de adrenales de rata

se incubaron a 379G, bajo atmósfera de carbógeno, durante

­
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dioinerte. Cada experiencia se realizó por duplicado. En

todos los casos se cuantificó A1dosterona-3H y se semi­

cuantificó lG-OH-B-3 y lB-DAL-3H.

c) Experimento de atrapamiegto de 18-Desoxialdos­

terona radiactiva a partir de 112-3H-18-OH-Ben

1a biosíntesis de Aldosterona.

Con el objeto ¿e determinar si 18-DALera in­

termediario en la biosíntesis de Aldosterona a partir de

18-OH-Ben suprarrenal de rata, se efectuaron los siguieg
tes experimentos: 100 Ï S mg de cuartos de adrenales de

rata se incubaron a 379€, bajo atmósfera de carbógeno, du­

rante l,5 hs., a pH = 4,8 con 25 pmoles de 1,2-3H-18-OH-B

(1,3 pCi) y cantidades crecientes de 18-DALradioinerte.

Cada experimento se realizó por duplicado. En todos los

casos se cuantificó Aldosterona-3H y se semicuantificó
lB-DAL-aH.
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Tratamientos de los incubados con B comoprecursor.

La cuantificación de 1a Corticosterona-3H remanen­

te se llevó a cabo por el métodode dilución isotópica

ya empleado para Aldosterona.

Contal fin, al extracto clorurometilénico prove­

niente de las glándulas y del sobrenadante de incubación

(EI) se le agregaron 0,02 UCide J““C-lxldocomo trazador de

pérdidas. Luegose llevó el extracto orgánico a sequedad

bajo N2 a 379€ y el residuo seco se sembró sobre papel
Whatman N9 l previamente embebido en una solución de Me­

tanolzpropilenglicol (2 + l) y se desarrolló en el sistg
ma cromatográfico TPG(l47)(fase móvil = tolueno saturado

con propilenglicol) durante 8 hs. El cromatogramase re­

veló por radiocromatografía, evidenciándose un pico en el'

orígen 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 mó­

vil comenzaba, aveces, a gotear fuera del cromatograma.

El origen se eluyó con Metanol (3 veces con 3 ml

cada vez) y el extracto metanólico obtenido se llevó a

sequedad (N2, 379G) para ser desarrollado luego sobre pg

pel WhatmanN9 l en el sistema Bush BS. A partir de este

cromatograma se cuantificó Aldo, 1810H-B y lB-DALde la

forma indicada en la Sección IV.

Los otros picos del cromatograma provenientes del

TPGse compararon contra estandard de Corticosterona ra­

dioinerte. El que se correspondió con este último (el de
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menor Rf) se eluyó y se cuantificó comoCorticosterona-3H

remanente por el método, ya mencionado, de dilución isoté

pica.

Finalmente, del último pico del TPGinicial se elu­

yó su material radiactivo con metanol. El extracto meta­

nólico se llevó a sequedad y se sembró sobre papel Hhatman

NQ1, desarrollándose en el sistema Bush BS. El único pico
obtenido se identificó como 1a forma menos polar de 18-0H-B

de RM 6.33
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X) EXPERIMENTOS DE REQUERIMIENTOS PARA LAS OXIDACIONES

DE 18-0H-B Y l8-DAL PARA DAR ALDOSTERONA.

Con los experimentos de "atrapamiento o captura"

y los de "Curso de reacción" a partir de B y lB-OH-Bse

pudo demostrar (Ver Resultados) que la 18-0H-B y 18-DAL

son compuestos intermediarios en 1a biosíntesis de Aldo

a partir de B. Por otro lado, por observación de las es­

tructuras moleculares de dichos esteroides, Figuras 9 y

12, es químicamente observable que para que 18-0H-B y

lB-DALden lugar a Aldosterona es necesario que ocurra

una oxidación. Dicho proceso podria ocurrir de 2 formas

distintas, según se ha indicado en la Introducción:

- Por medio de una deshidrogenación.

- Por medio de una hidroxilación.

Los experimentos aquí descriptos pretenden estudiar

los requerimientos para 1a oxidación a Aldo a partir de

18-DALy de 18-0H-B, para luego poder postular un meca­

nismo de oxidación:

a) Requerimiento de NADP+o NADPH:homogenatos provenien­

tes de 100 Ï 5 mgde adrenales de rata fueron incubados

a pH = 4,8 con NADP+ 0,5 mM d NADPH0,5 mM, o'malato 9 mM,

d NADP+0,5 mMmás cantidades crecientes de malato, desde

0,15 mMhasta 9 mM.

De esta manera se pudo estudiar el efecto,sobre la

sintesis de Aldosterona a partir de 18-DAL,de NADP+y

NADPH,y del llamado “sistema generador de NADPH"(53)
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(82) (Ver Introducción).

Comoprecursores se usaron 0,8 pc1 de 1,2-3H-18-0H-B

6 0,8 UCi de MAC-3Bpreparado como se indicó en la Sección

I.

b) Requerimiento de 02: 100 Ï 5 mg de cuartos de adrenales
de rata se incubaron en tubos de Thumbergbajo las sigui­

entes condiciones alternativas:

1) Atmósfera: carbógeno o N2. Para ésto se hizo vacío
en los tubos y luego se saturaron con los gases.

2 Precursores: 0,8 UCi de 1,2-3H-18-0H-B o de MAC-3H.V

3) pH = 4.8 6 7.4; ambos buffer fueron adicionados de

malato 9 mM y NADP+ 0,5 mM.

En ambos casos, a) y b), se midió 1a aldosterona

tritiada formadadurante la incubación.
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XI) LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS BIOSINTESIS DE MS Y

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

a) Experimentos Brevios.

Se homogeneizaron adrenales de rata en Sacarg

sa 0,25 Mde pH 7,4 en 1 homogeneizador Potter-Elvehjem.

El homogenato se llevó luego a 1a relación 150 mgde te

jido adrenal/ml de medio, y se utilizó en los siguientes

experimentos:

1) 18-OH-B 6 lB-DAL tritiadas (1,8 pc1 de Ae = 6,9

pci/umol) se incubaron durante 20 min con distintas can­

tidades de homogenato. E1 volumen de incubación se llevó

a 1 m1 con Sacarosa 0,25 Mde 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 Sección IV de

Materiales y Métodos).

Finalizada 1a incubación se semicuantificó el MS

radiactivo producido, graficándose este último valor en

función de la masa de tejido correspondiente al volumen

de homogenato agregado a cada incubación.

De dicho gráfico se sacó el máximovalor de masa

de tejido que estaba sobre la zona recta, el cual corres

pondió a 50 mgde tejido adrenal.

2) lB-OHLB6 18-DAL tritiadas (1,8 pCi de Ae g 6,9

PCi/Umol) se incubaron con el volumen de homogenato co­
rrespondiente a 50 mgde tejido adrenal durante distintos
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tiempos. El medio de incubación fue completado como en

el experimento anterior, más malato 5 mMy NADP’0,5 mM.

Finalizada la incubación se cuantificó Aldo y se

semicuantificó MS,graficándose estos valores en función

del tiempo de incubación. De dicho gráfico se sacó el

máximovalor de tiempo de incubación que estaba sobre la

zona recta, el cual correspondió a 30 minutos.

De esta forma se obtuvieron las condiciones para

efectuar las incubaciones que permitiesen dilucidar en

qué fracción subcelular ocurre la biosintesis de Aldo y

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

b) Fraccionamiento Subcelular.

Un homogenato de adrenales de rata preparado

comose indicó en el punto anterior, se sometió a frac­

cionamiento por centrifugación diferencial según el es­

quemade la Figura 24, obteniéndose las fracciones alli
indicadas:

H: homogenatoinicial.

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 del

sobrenadante de 12000 xg.

S= sobrenadante de 100.000 xg.

Los precipitados (fracciones N, My m) se resuspen

dieron en el menor volumen posible de medio (Sacarosa
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H

600xg 10'

F P

l medio

600xg 10'

/F P
l medio

600xg 10'

k—’——”’—,.F P = fracción N

12.000xg 20'

F P

12.000xg 20'

t——__,F P = fracción M

100.000xg 60'

fracción S = F P = fracción m

Figura 24: centrifugación diferencial para la obtención

de las fracciones subcelulares. H = hemogeng
to inicial.
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0,25 M de pH 7,4).

Sobre cada fracción se realizaron las siguientes
determinaciones:

l) Actividad enzimática de Succínico deshidrogenasa:

se empleó el método descripto por Pennington(l48).

Brevemente: en un volumen final de l ml de buffer fosfato

50 mMde pH 7,4 se incuba durante lO minutos Succinato de

Sodio 50 mM,Sacarosa 25 mM, INT (violeta de p-yodonitro­

tetrazolio) 0.1 %p/v, con cada una de las fracciones sug

celulares obtenidas. La reacción se para por agregado de

l ml de TCA10%. Se agregan luego 4 ml de Acetato de eti­

lo, se centrifuga y se lee la absorbancia de la fase or­

gánica a 490 nm contra un blanco preparado de la misma

forma pero sin Succinato de Sodio.

Se define l Unidad enzimática (UE) como la canti­

dad de enzima que produce una absorbancia de 0.010.

2) Proteinas:

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

3) Actividad enzimática de formación de Aldo a pag

tir de lB-OH-B y de lB-DAL:

se empleó la medición ya descriptaen las incuba

ciones de homogenatos de adrenales de rata (punto h de la

Sección IV de Materiales y Métodos) bajo las siguientes

condiciones: de cada fracción enzimática se incubó la can

tidad proveniente de 50 mgde tejido adrenal, durante 30

minutos, con 1,8 pCi 1,2-3H-18—OH—B6 1,2-3H—18-DAL (Ae=
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6,9 pCi/Umol) a pH 7,4 (Buffer Tris) 6 pH 4,8 (Buffer Ace

tato). En todos los casos el medio se adicionó de malato

5 rnM y NADP+ 0,5 mM.

Se define una UE como la cantidad de enzima que

transforma l nmol de sustrato en Aldosterona.

4) Actividad enzimática de formación de MSa partir

de lB-OH-B y de lB-DAL.

Se incubaron cantidades de cada fracción subcelular

provenientes de 50 mgde tejido adrenal, durante 30 minu­

tos con 1,8 pCi de l,2—3H—18-OH—B :5 l,2—3H—18-DAL- (Ae =

6,9 pCi/Umol) a pH 7,4 (Buffer Tris). Luego se midió en

el incubado MSde acuerdo al método descripto en la Sec­

ción IV de Materiales y Métodos.

Se define una UE como la cantidad de enzima que

transforma l nmol de sustrato en_producto.
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XII) LOCALIZACION SUBMITOCONDRIAL DE LA BIOSINTESIS DE

ALDO.

a) Egperimentos previos.

Se preparó un homogenato de glándulas adrenales

de rata de la forma indicada en la Sección XI de Materia

les y Métodos.

Luegose realizaron los siguientes experimentos:

l) 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 incubación se llevó a S ml con medio buffer

HCOS/HZCO3de pH 7,4 de una concentración suficiente para
obtener las concentraciones finales indicadas en la parte

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

buffer 0.0135 M.

Finalizada la incubación se cuantificó la Aldo tri­

tiada. Luego se graficó este valor en función de la masa

de tejido correspondiente al volumen de homogenatoagre­

gado a cada incubación. De dicho gráfico se sacó el máxi­

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

Dicho valor correspondió a 30 mg.

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

do adrenal se incubó con 1,88 pCi de 1,2—3H—B(Ae = 6,92

lpCi/Umol) durante distintos tiempos. El volumende incu­
bación se completó a 5 m1 como en el experimento anterior.

Finalizada la incubación se cuantificó la Aldo_tri—

tiada producida, graficándose este valor en función del
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tiempo de incubación. De dicho gráfico se sacó el máximo

valor de tiempo que estaba sobre la zona recta, el cual
correspondió a 20 minutos.

De esta forma se obtuvieron las condiciones para
efectuar las incubaciones posteriores.

b) Fraccionamiento Submitocondrial.

Se siguió el método de Schnaitman y col. (150)
con pequeñas modificaciones.

Se homogeinizaron adrenales de rata en buffer

Hepes suplmentado (Hepes-S) de pH 7,4 en un hemogeinizg

dor Potter-Elvehjem en la relación 600 mgde tejido/ml
de medio.

El buffer Hepes-S consistió en: Hepes (Acido N-2­

hidroxietil piperazina-N'-2—etanosulfónico) 2 mM;mani­

tol 220 mM; Sacarosa 70 mMy Albúmina de Suero Bovino

(asz) 0,5 mg/ml. El pH del medio se ajustó a pH 7,4 con

KOHjusto antes de usarlo.
El homogenato se llevó luego a la relación 250 mg

de tejido /ml de medio y se sometió a fraccionamiento

por centrifugación diferencial según el esquemade la Fi
gura 24; obteniéndose las mismasfracciones subcelulares

ahí indicadas: H, N, M, m y S.

Sobre cada fracción se midieron: 1) proteinas según
Lowryy col. (149); 2) la actividad enzimática de Succí­

nico deshidrogenasa (SDH)según el método de Pennington

(148) ya descripto en la Sección XII de Materiales y Mé­
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todos; 3) la actividad de formacion de Aldo a partir de

B usando las condiciones obtenidas en los experimentos

previos, es decir: 1,88 pCi de 8-3H (Ae: 6,92 UCi/Umol)

se incubaron con la cantidad de cada fracción proveniente

de 30 mg de tejido adrenal durante 20 minutos en un vo­

lumen final de 5 ml que tenia buffer Krebs-Ringer de pH

7,4 (parte c) de Sección II de Materiales y Métodos) el

cual era ahora adicionado de malato 5 mMy NADP+0,5 mM.

A partir de estas mediciones se concluyó que la fracción

subcelular Mera la enriquecida en mitocondrias y que,

además, en ella ocurría, comoera de esperar, la forma­

ción de Aldo a partir del precursor usado.

Luego, a partir de la fracción M,se procedió a ob­

tener las fracciones submitocondriales de acuerdo al mé­

todo de Schmaitman y col. (150).

La fracción Mproveniente de 58 adrenales de rata

se tomó con 4 m1 de buffer Heper-S. A dicha suspensión

se le agregaron 1,6 m1de una solución de digitonina

(0,5%) en buffer Hepes-S. La mezcla se dejó 20 minutos

a 49€ con agitación continua. Luego se agregaron 4,6 ml

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

obteniéndose dos fracciones:
T (Precipitado).
E (Sobrenadante).

La fracción E se centrifugó a 100.000 xg x 60 min

obteniéndose dos fracciones: X (Precipitado)
I (Sobrenadante).
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La solución de digitonina se preparó agregando el

buffer Hepes-S (pero sin la ESA)en ebullición sobre el

detergente, agitando luego durante 20 minutos hasta al­

canzar la temperatura ambiente. En ese instante se agrg
gó la BSAnecesaria para obtener una concentración de

0,5 mg/ml.

Sobre cada una de las fracciones así obtenidas (T;

E; x; I) se midieron las siguientes actividades enzimá­
ticas marcadoras mitocondriales:

l) SDH: para membrana interna.

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

3 V Adenilato quinasa (Ag): para espacio Intermembrg

na.

La SDHse midió de acuerdo al método de Pennington

ya descripto (148).
La MAose midió de acuerdo al método de Johnston

(151): 60 nmoles de Serotonina-l4C (Ae: 56,3 mCi/mmol)

se incubaron 30 min a 37QCcon la cantidad de cada frac­

ción proveniente de 30 mgde tejido adrenal, en buffer

fosfato 10 mMde pH 8,2. El volumen final de incubación

fue de 0,4 m1. La reacción se paró con 0,2 ml de HCl 2 N.

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

de etilo cada vez. El extracto orgánico se lavó con 0,2ml

de HCl 0,3 N, y en él se midió la radiactividad. Simultá

neamente se preparó un blanco de reacción el cual no con

tenia la fracción enzimática.
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Se define una unidad enzimática como la cantidad

de enzima que transforma 1000 dpm de Serotonina-l4C.

La Aq se midió según el método descripto por

Schmaitmany Greenawalt (152), el cual consiste en seguir

espectrofotométricamente la conversión de ADPa ATP+ AMP,

acoplando la formación de ATP a la reducción de NADP+con

hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La mezcla

de ensayo contuvo: 0,75 M NADP,15 mMglucosa, 10 UI de

hexoquinasa, 0,4 UI de glúcosa-G-fosfato deshidrogenasa,

0,45 mMKCNy 5 mMClZMg, en buffer glicil-glicina 70 mM

de pH 8. Esta mezcla se preincubó S min a temperatura

ambiente y luego se agregó la fuente de enzima, llevándg

se el volumen final a 2 ml con buffer. Inmediatamente se

comenzó a medir el aumento en el tiempo de la Absorbancia

a 340 nm, contra un blanco al que sólo le faltaba el ADP.

Se define una unidad enzimática como la cantidad

de enzima que produce una velocidad de aumento de la Ab­

sorbancia de 0.001 va/segundo.

Paralelamente se midió también la actividad enzimá

tica de formación de Aldo a partir de B usando las con­

diciones obtenidas en los experimentos previos en cada

una de las fracciones T, E, x, I así también como en las

mezclas;

T + E; T + x; T + I; Tí+ E + I

El medio buffer usado en estas determinaciones fue

el Krebs Ringer adicionado de: malatoS mMy NADP+0,5 mM,

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

triplicado, según se indica en Resultadcs.
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XIII) EXPERIMENTOS CON ACTH.

Con el fin de estudiar los efectos del ACTHsobre

la producción de Aldosterona, se efectuaron los siguien­
tes experimentos:

a) A partir de lB-OH-B.

0,8 ¡Jai de 1,2-3H-18-OH-B se incubaron con 100 Í

5 mg de cuartos de adrenales de rata, a 379€, en 2 m1 de

buffer de pH = 7,4 ó 4,8,_durante 90 minutos en ausencia

4 UI de ACTH (ELBA).o presencia de 1 UI ó 10'

Los experimentos se realizaron por triplicado.

Finalizada la incubación, el sobrenadante y las glág
dulas se trataron como se indica en la Sección IV. Luego

se cuantificó Aldosterona y se semicuantificó lB-OH-B;

18-DAL;y MS(material saponificable)._También a partir

de 18-OH-Bse realizaron incubaciones con las mismas con

centraciones de ACTH,a los mismos pHs, pero variando el

tiempo de incubación desde 30 minutos hasta 150 minutos

(Curva de tiempo).

b) A partir de 18-DAL.

0,8 pCi de lB-DALtritiada se incubaron en las

mismas condiciones que las recién descriptas para lB-OH-B.

Finalizada la incubación se determinó, también igual que

antes, lB-OH-B, 18-DAL, Aldosteorna y MS.

Los experimentos se realizaron por triplicado.



XIV) DROGAS Y SOLVENTES.

Sustancia

1,2-3H—1a-oa-s

4-14C—A1dosterona
3 .1,2- H-Cortlcosterona

14C-Serotonina

lB-OH-B

18,21-Diacetato de
Aldosterona.

Benceno.

Metanol

Cloruro de metileno.

Acetato de etilo.

Hexano o

Acetona.

Ciclohexano.

Dioxano.

Eter etílico.

Heptano.

Tolueno.
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Procedenciay características.

The Radiochemical Center,
Amersham, 52 Ci/mmol.

NewEngland 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, destilada 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
lítico.
Carlo Erba, grado RP.

Sintorgan, purificado con
SO4Fe/SO4H2,destilado antes
de su uso.

Sintorgan, para análisis
Sintorgan, puro, destilado
antes de su uso.



Piridina.

Anhídrido Acético.

Acidoacético glacial.

Propilenglicol. l
Acido Sulfúrico.

Acidoclorhídrico.

Acido Fosfórico.

AcidoTricloroacético.

Amoníaco.

Bicarbonato de Sodio.

Bicarbonato de Potasio.

Cloruro de Sodio.

Cloruro de Potasio.

Cloruro de Calcio.

Fosfato diácido de Sodio.

Sulfato de Sodio.

Sulfato de Magnesio.

Oxido crómico.

Succinato de Sodio.

Malato ácido de Sodio.

Hepes.

Tris.
Glucosa.
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Sintcrgan, para análisis,ds¿
tilada antes de su uso.

Mallinckrodt, reactivo ana­
lítico.
Merck, para análisis.

Mallinckrodt, para análisis.
Merck, para análisis.

Merck, para análicis.

Merck, para análisis:

Sigma Chemicals.

Carlo Brba, grado RPE.

Mallinckrodt, reactivo ana­
lítico.
Mallinckrodt, reactivo anal.

Merck, para análisis.

Merck, para análisis.

Merck, para análisis.

Mallinckrodt, reactivo ana­
lítico.
Carlo Erba, grado RPE.

Riedel de Haen Ag., para ani
lisis.
Merck, para análisis.

Sigma Chemicals.

Sigma Chemicals, 95-100%.

Sigma Chemicals.

Sigma chemicals.

Drocefa.
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Sacarosa.

Manitol.

PPO.

Dimetil -POPOP.

BSTFA.

ADP.

NADH.

NADP.

NADPH.

INT.

BSA.

Hexokinasa.

Glucosa-6-fosfato­
deshidrogenasa.

ACTH.
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Carlo Erba, grado RPE.

RIVERO, Soluciónestéril.

Packard, grado centelleo.
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

ELBA.

Chemicals.

Cehmicals.
Chemicals,
Chemicals,

Chemicals,

Chemicals,

Chemicals.

Chemicals.

Chemicals.

Chemicals.

95%.

98%.

98%.

98%.



RESULTADOS
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R E S U L T A D O S

I) FORMAS MENOS POLARES DE LA lB-HIDROXICORTICOSTERONA.

a) Fue necesario repetir algunos experimentos de Ara­

gonés y otros (6) con el doble fin de obtener las formas

menospolares de lB-OH-Bpara estudiar estructuras posts
riores y de aclarar la composición de algunas fracciones

no resueltas con anterioridad (entendiéndose por composi­

ción el númeroy características de especies químicas aii
lables).

En las Tablas 3 y 4 se muestran los Rf, los TR y

los porcentajes de cada una de las formas menos polares

de lB-OH-Bobtenidas por suspensión del esteroide en mg

dio HCl 10'2 N y posterior análisis de la suspensión por

CP y CLAP,según las condiciones detalladas en la leyen_

da. Los Rf en CP coinciden con los previamente informados

por Aragonés y col. (6). Comopuede verse el reactivo 18­

-OH-B se consume en un 90% y el producto de reacción ma­

yoritario es la forma menos polar de la lB-OH-B,en CP,

de RM= 4.33. El porcentaje de esta forma menos polar es

del 82,4%, muycercano al obtenido por Aragonés y col.(6).

Las 4 formas menos polares reaccionaron en distinta

f°rma Y medida bajo las 4 condiciones tratadas:
a) Residuo seco durante l dia.

b) Residuo seco durante 7¡dias.

c) NH3durante l día.

d) NH3durante 7 días.
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TABLA3.

18-OH-BFormasmenospolaresde18-OH-B

AnálisisRf0.120.52063o'750-“ú

..l.,93

RM14

Cualitativo

,335,266,337,7st

Análisis

7494824

Cuantitativo’’4 '3
siempreelvalordeRM=7.18. Rfsypogglgntajesdelasformasmenospolaresdela18-OH-Bobtenidasalsuspender1f

aorma

MdedichoesteorideenHCl,en1acromatografíaenpapelusandoelsistemaBushB(73)

'5

comofasemóvil.LasmuestrasseanalizaronsegúnloindicadoenMaterialesyMétd

.oos.

-l44­
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‘ T A B L A 4

i

Í

É fl . ' Formas menos polares
g cond1c1ones de CLAP lB-OH-B de 18-OH-B
l

í {j Elución Fase RM 1 RM RM RM RM
¡ m Móvil 4,33 5,26 6,33 7,18
I a
l

Í s m Metanolegua 4,15 4,60 4,80 7,20 9,35
l. a o (70230)JJ l .3 Isocratica

" C Acetonitrilw
o H '
a E Agua (85:15) 3,15 3,40 3,70 4,85 6,05

I u c3 U Por Metanolegua
-a A . según

I .3 ¿F Gradiente %M=loo_5 3,10 3,75 4,60 7,15 10,108 " Lineal min t
C

I É, 3 Por Acetonitrilo:_2 g Agua
C: 3 Gradiente Según _Qogt 2,95 3,95 5,25 7,85 11,20_ mn

I ,5 g Exponencial xA-looe ‘

I 2 Metanol:
’L‘

I .SBA Isocrática agua 10,9 81.0 4,5 2,5 1,1(nu-I}!
11:“

I Num (70:30)¡:5 ­4!)

Análisis cualitativo (TR) y cuantitativo (%) de la forma Mde

) lB-OH-By de sus formas menos polares obtenidas por suspensión
de aquélla en HCl, por CLAPbajo distintas condiciones. Los RM

I corresponden a la identificación por cromatografía en papel en
el sistema Bush B5 (Ver Tabla 3). % M y % A equivalente a % de

t:
dió resultados indistinguibles de éstos.

Metanol y %de Acetonitrilo respectivamente, en la fase móvil;
tiempo de corrida. Para detalles metodológicos ver el texto.

El análisis de las muestras previamente llevadas a residuo seco
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En efecto, mientras que la forma menos polar de

Rf = 0,75 (RM6.33) en residuo seco y en medio amoniacal

produjo un material radiactivo de Rf = 0,35 las restan­

tes formas menospolares (Rfs 0,52; 0,63 y 0,93) revirtig

ron a lB-OH-Ben las mismas condiciones. Por otro lado,

en todos los casos, al aumentar el tiempo de reacción au­

mentó también la cantidad de producto formado por rever­
sión.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos.

En ella se puede ver que el tratamiento con NH3fue siempre
más eficiente que el residuo seco. El caso más significa­

tivo fue el del material de Rf 0.52 que no varió en resi­

duo seco pero que revirtió en un 79 Z cuando se lo trató

COD. NH3 o

b) Los estudios estructurales.

La suspensión de lB-OH-B en HCl 10-2 N produce una

mezcla de 5 fracciones radiactivas entre las que predomi

na la de RM4.33 (80%) (Tabla 3). Cuando el medio es aci

dificado por burbujeo de Cloruro de hidrógeno, el 98%de

la mezcla es transformado en dicha forma menos polar.

La estructura del RM4.33 fue determinada por RMN
de 13€ y de lH, y su identidad con lB-DALfue confirma­

da por comparación con este compuesto obtenido por hidrá
lisis ácida del 21-Acetato de 18-DAL. Los datos de RMN

de los compuestos estudiados están descriptos en las Ta­

blas 6 y 7.



TABLA

Formamenospolar

decadaformamenospolardelB-OH-Ben:Rfsy(%)delosProductosobtenidosluegodeltratamiento

de19-0H—B(lnlcial)Rs1día

RS7días

NH3

ldía

NH37días

Rf0,520,52(100) (R4,33)

M

0,52

(100)

0,52 0,12

(28) (72)

0.52(21) 0,12(79)

Rf0;63'0,63(98) (R5,26)0,12(2)

M

063 0,12

(89) (11)

0,63 0,12

(61) (39)

0,63(45) 0,12(55)

Rf0,750,75(99) (R6,33)0,35(1)

M

0,75 0,35

(98) (2)

0,75 0,35

(79) (21)

0,75(50)

35(50)

Rf0,930,93(27) (R7,18)0,12(73)

M

093 012

(15) (85)

0,12

(100)

0,12(100)

AnálisisCuali(Rf)yCuantitativo(Z) delasformasmenospolaresdelB-OH-B NH3(NH3).ElRf0,12correspondeala nopudoasignarseaningúncompuestodescripto,sabiéndosesolamentequenocorrespon deaAldosterona(Rf0,31).Elsistemacromatográficousadofuecromatografíaenpapel enelsistemaBushB(73).

5

delosproductosobtenidosaltratarcadauna enResiduoseco(RS)yensolución0,013Nde formaMdela18-OH-B.ElproductodeRf0,35

I
H 4» Q

I
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T A B L A 6

Datos espectrales de 13C-RMN.

a. 13C-RMN a 25.2 MHZ.

b. l3C-RMN a 75 MHZ.

c. Pequeñas diferencias observadas con respecto

al espectro de 18-DALdeben ser adjudicadas

a la presencia de HCldisuelto.

Los valores entre paréntesis o corchetes pueden

ser intercambiados.
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TABLA 6

18-DALa­
Carbono lB-DALa lB-HO-Bb 18-HO-B + HClb

21-Acetato

1 36.73 36.74 35.47 36.81

2 36.00 36.01 32.13 36.08

3 198.92 199.05 199.20 201.09c

4 124.14 124.18 122.59 124.38

5 169.85 169.83 171.80 170.20c

6 33.61 33.62 33.83 33.64

7 32.76 32.75 32.94 32.84

a 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 42.99

13 53.77 53.89 52.48 54.60

14 54.32 54.28 (56.36) 54.4o

15 (25.51) (25.58) [25.25] 25.63

16 (25.98) (26.05) [26.ofl 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

20 203.25 209.51 105.95 210.00c

21 68.91 69.49 68.60 69.58

cu3co- 20.36 ——— --- --­
cu co- 169.85 ——— —-- -—­

3
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lB-OH-B lB-OH-B + HCl

H-4 5,70 (bs) 5,76 (bs)

H-ll 4,43 (bt, J= 3 Hz) 4,43 (bd,J= 6 Hz)

HA-18 4,27 (d, J= 10 Hz) 3,73 (d, J= 9 Hz)

¡48-19 3,80 (d, J= 10 Hz) 3,36 (d, J= 9 Hz)

HA-Zl 3,82 (dd, J= 10 Hz, J= 12 Hz)
4,23 (s)

HB-Zl 3,65 (dd, J= 10 Hz, J= 12 Hz)

20-OH 3,32 (s)

21-OH 3,02 (bs)

CH -19 1,41 (s) 1,28 (s)

Datos de 1H-RMN a 300 MHZ;

bs: señal ancha; bt: triplete ancho;

d: doblete; dd: doble doblete; s: singulete;
bd: doblete ancho.

Los valores están referidos a TMS.Solvente: CDC13.
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El RM4.33 fue preparado "in situ" por burbujeo de
vapores de cloruro de hidrógeno por unos pocos segundos,

a través de la solución de lB-OH-Ben deuterocloroformo;

la solución resultante se utilizó directamente para el

análisis por RMN.Al reemplazar los vapores de HCl por

los de DCl, la conversión al RM4.33 fue mucho menor. La
presencia de lineas de resonancia de baja intensidad a­

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

pensión de 18-OH-B en HCl la presencia de uno o más compueg

tos menores que acompañan al principal componente RM4.33.
Luego de finalizados los análisis por RMNla solución en

damerocloroformo se llevó a sequedad, bajo vacío, y el m3

terial sólido obtenido se cromatografió en papel en el

sistema Bush BS. Otra parte del material se cromatografió
por CLAPcon Metanol: Agua (70 : 30) como fase móvil iso­

crática o con gradiente de elución lineal y exponencial

de Acetonitrilo-Agua.

Paralelamente a ambas cromatografías se procesó una

suspensión (solución 7 ) de lB-OH-Btritiada en HCl. Los

cromatogramas obtenidos revelaron en todos los casos idea

tidad entre el material analizado por RMNy las formas

menos polares de lB-OH-B.

Se concluye así que al tratar lB-OH-Bcon HCl se

obtiene 80%de R 4.33 y que esta fracción radiactiva es
M

idéntica a lB-Desoxialdosterona. Por otro lado lB-DALr3

dioinerte se cromatografió paralelamente a los materia­
les radiactivos anteriores, evidenciándose nuevamente
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coincidencia entre las fracciones radiactivas y 1a radio­

inerte revelada por UV.
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II) FORMA MENOS POLAR DE LA ALDOSTERONA.

a) Produccióne Irreversibilidad.

Al estudiar las transformaciones a Aldo en medio

ácido hay que preguntarse si, a semejanza de lo que ocu­

rre con la 18-OH-B,el mineralocorticoide no podría, él

también, convertirse parcialmente a formas menospolares.

En caso afirmativo los rendimientos de Aldo tendrían que

expresarse entonces como suma de Aldo comunmente aislada

más sus formas menos polares producidas en medio ácido.

Al suspender Aldosterona en medio HCl 10'2 N se pu­

do aislar un compuesto de muybaja polaridad (Rf 0,92)

en el sistema Bush B5 (73).
En la TAbla 8 figuran las características cromato­

gráficas de la FMPAen distintos sistemas: sobre papel

con distintas fases móviles; sobre placas delgadas de al
ta resolución (HPTLC)de fase reversa (RP-18) y de síli­

ca gel; y por CLAPen fase reversa. El tratamiento de es­

ta FMPAcon Anhídrido Acético + Piridina (l : l) durante

20 hs a 289€, dió lugar a un compuesto que, analizado por

CP en el sistema Cy Di I (128), resultó cromatografiar

con el frente (Tabla 8).' ‘

Comose verá más adelante (Ver también Materiales

y Métodos) la FMPApudo ser también aislada a partir de

los incubados de adrenales de rata con 1,2-3H-18-0H-B.
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TABLA8

Rfen

RfencromatografíaRfenTLCRP-lB

enpapeldeSílicagelHPTLC

Hexano-Benceno-Metanol-Volumende

5CyDiIBushAacetonaAcetatodeAguaRetenciónen

(5:4)etilo(2:1)(7:3)CLAPanalítica

CompuestoBushB Aldo0.310.2200.394.6m1 FMPA0.930.780.130.600.400.3116.2ml MS0.930.7122.3ml RM7.18*0.930.6318.4 FMPA acetilada1.00

ml

ComportamientocromatográficodeAldo,suformamenospolar(FMPA),ydemáscompuestos queco-cromatografíanenelBushB5(Vereltexto). *RM7.18=formamenospoalrdelB-OH-B.

-154.
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La identidad entre el compuesto aislado de las incubacig

nes y el otro preparado como se indicó más arriba, se es

tableció por sus propiedades croamtográficas en los mis­

mossistemas y por recristalización hasta actividad espe
cifica constante en éter etílico-heptano (Tabla 9).

La forma menos polar de la Aldosterona resultó irrg

versible por mantenimiento en residuo seco y por tratamieg

to con NH30.013 N, a los dos tiempos utilizados 1 y 7
dias (o sea en condiciones en que las formas reversibles

de 18-OH-Bdemuestran su propiedad de tales).

b) Producción de la forma menos polar de la Aldostero­

na agpartir de distintas cantidades del esteroide.
Al disolver distintas cantidades iniciales de Al­

2 N se obtuvieron distintos por­dosterona-14C en HCl 10'

centajes de la FMPA.Esto indicó que no se estaba en pre­

sencia de una reacción entre un único reactivo y un único

producto en la relación l a 1, ya que en este caso, según

la ley de acción de masas, el porciento de producto debe

ser constante, o sea, independiente de la concentración
inicial de reactivo. En efecto, si la reacción fuese:

Aldo e-—* FMPA Nota: no se consideran

seria (HZO) y (H3O+) ya que sus
(FMPA) concentraciones son infi­

Keq = (Aldo) nitamente mayores que las

de los esteroides.

Llamando "c" a la concentración inicial de Aldo y



TABLA 9 ,

Pasos de Recristalización Actividad especifica
(dpm/ug)

Primero 206,3

Segundo 179,5

Tercero 161,6

Cuarto 166,5

Actividades espeéífica obtenidas luego de las sucesi
vas recristalizaciones en éter etilico-heptano, de

la mezcla de la FMPAradioinerte preparada con Aldo

y HCly el material radiactivo de Rf 0,93 inalterable

con NH3y KHCO3,aislado de las incubaciones.
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"x" a la concentración de la FMPAen el equilibrio, sería:

x keq
% FMPA = = = constante.

c Keq + 1

A1 graficar "(Aldo remanente) vs (FMPAproducida)"

no se obtuvo una linea recta.

En cambio a1 graficar "(Aldo remanente)2 vs (FMPA

producida)" (Figura 25) se obtuvo una línea recta.

Este resultado indicaria que la reacción ocurre en­

tre 2 moléculas de Aldo para dar una molécula de su forma

menos polar, o sea, que esta última sería un dimero de la

Aldo. De todas maneras esta observación necesitaba una con

firmación por otros métodos analíticas de mayor precisión

que posibilitarían: l) o bien la determinación de las re­

laciones entre Aldosterona y su forma menos polar en la

posición de equilibrio sin afectar a éste (inconveniente

inherente a la cuantificación posterior a la separación

cromatográfica): 2) o bien la determinación de la estruc­

tura de la forma menos polar de Aldosterona.

c) Determinación de la estructura de la forma menos

polar de 1a Aldostergga.

C1) BEE:
Para la determinación de la estructura de la for­

ma menos polar de la Aldosterona se disolvió Aldosterona

radioinerte en hexadeuterometilsulfóxido burbujeándose
luego vapores de cloruro de hidrógeno a través de la so­
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X= FMPAproducida en nmoles. Y: Aldo remanente en nmoles

Figura 25: Gráfico Yz vs x para la producción de la FMPAal

suspender Aldo-14€ en HCl lO'ZN. FMPAy Aldo

fueron separados por cromatografía en papel en el

sistema Bush BS (73). Para más detalles ver el TÉX+O



__________._.h­

'159­

lución. El análisis directo por RMNde 13€ indicó una rá

pida interconversión entre algunas formas, que presenta­

ban señales muyanchas para los carbonos 9, ll, 14, 15,16,

18, 20 y 21, y señales simples para los carbonos 4, 5, 7,

8 y 17. La forma menos polar de la Aldosterona se aisló

por dilución con HZOy posterior extracción con cloruro
de metileno, seguida de purificación por CLAPpreparativa

de fase reversa(Ver Sección III de Materiales y Métodos).

El material obtenido se analizó por RMNde 13C, en el mig

mosolvente anterior.

Sobre los datos obtenidos en los análisis por RMN,

se propuso una estructura dimérica para la forma menos

polar de Aldosterona (Compuesto I en 1a Figura 26) en ba­

se a las siguientes evidencias espectroscópicas:

los espectros de RMNde l3-C de Aldosterona en C13CD

y en DMSOd (Tabla 10) son indicativos de la presencia6

de 2 formas isoméricas II y III (Figura 26), probablemente

en equilibrio, comofue propuesto por Genard (20). Por

otro lado De Vries y De Youg han informado la separación

de las formas II y III por CLAPy la conversión parcial,

posiblemente reversible, de II en III, en presencia de
NaOH0.067 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 proporción l a l. Los datos

de RMNde l3-C para la forma menos polar de la Aldosterona

(Tabla 11) son similares a las de la forma III, aunque prg
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Fiura26:InterconversiónentrelasformasisoméricasdeAldosteronaylaFMPA(I)
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13
C-RMN a 25.2 NHz

Carbono Aldo II Aldo III

l 36.26 36.26

2 35.12 35.12

3 - 197.80 197.80

4 123.26 123.17

5 170.32 170.12

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

ll 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 químicos están referidos a TMS.

13 C de Aldosterona en DMSO.Los corri­
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T A B L A 11

Carbono FMPA

(Aldo I)

1 (39.00)

2 36.10

3 198.81

4 124.24

S 169.38

6 33.71

7 32.93

3 32.03

9 (48.69)

lo (á8.49)

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

zo (105.64)

gl 66.89
13

Espectro de RMN- C a 25.2 MHz de 1a FMPA (forma I de

Aldo en 1a Figura 26). Solvente: CDC13. Los corrimien­
tos químicos están referidos a TMS.Los valores entre

paréntesis pueden intercambiarse.



sentan diferencias significativas para los carbonos 7, 9,
10, 11, 12, 14, 15 y 17. Así el Carbono 18 (C-18) es ace­

tálico y el C-20 es hemicetálico comoen III (Figura 26).

Por otro lado el espectro de RMNde lH de 1a forza menos

polar de Aldosverona (Tabla 12) presenta un cuarteto AB

para el grupo Zl-hidroximetileno, el cuál sólo es oonsig

tente con un C-ZOhemicetálico. El ancho singulete a

5,21 ppm y el ancho doblete a 4,81 ppm corresponden a los

hidrógenos de las posiciones 18 y 11 (H-18 y H-ll) respeg

tivament . Considerando la simetría de las 2 moléculas de

Aldosterona en el dímero (Compuesto I, Figura 26) puede 3

sumirse que los carbonos y protones simétricos son equiva
lentes dando resonancias a 1a mismafrecuencia.

2) En:

El espectro de masa de la forma menos polar de

1a Aldosterona sin derivatizar no mostró el ión molecular.

E1 ión más pesado que se observó fue el correspondiente
m

a 284. Este ión puede ser adjudicado a la ruptura a
Z

través de las uniones C-lB-O C-17-C-2
y 0 (C19H2402).

También se observó un ión correspondiente a m 256 (C
‘—— 18

ZH24Oproveniente de 284-C0).

El espectro de masa obtenido para la forma menos

polar de la Aldosterona luego de ser sililada con BSTFA

(77) esta representado en 1a Figura 27. Aunque el ión mo

tos
a m/e 756/757 y 511/513 confirman 1a estructura dimé
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T A B L A 12

FMPA

Carbono (Aldo I)

4 5.72 (bs)

ll 4.81 (bd) J = 6 Hz

18 5.21 (bs)

19 1.29 (s)

21 3.49 (d); 3.98 (d)

J = 13 Hz

Espectro de lH-RMN a 100 MHz de la FMPA (forma I

de Aldo en la Figura 26). Solvente: CDC13. Los

corrimientos químicos están referidos a TMS.

bs: señal ancha; bd: doblete ancho;

s= singulete; d: doblete.
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[’ix¿}1
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rica del compuesto. E1 origen propuesto para estos iones,

junto con el de otros fragmentos relevantes observados,se

indica en 1a Figura 28.

El hecho que el medio ácido catalice la formación

del dímero (I) puede ser explicado considerando que:

19) Si III es formado a partir de II en condiciones

básicas (77), aquél debe ser revertido por ácido.

29) Dos moléculas de II deben experimentar una reag

ción catalizada por ácido para dar I (Figura 26).

La baja polaridad de la estructura dimérica IlPuede
ser explicada .considerando que sus 4 oxhidrilos están

"tapados" o "escondidos" dentro de la estructura lipofíli­

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

(FORMA M) Y DE MAC.

Se estudió la capacidad_precursora para Aldo de la

forma M de lB-OH-B y de su suspensión en medio HCl 10'2 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 lB-Desoxialdosterona (Tabla 3).

En estos experimentos la Aldosterona tritiada pro­

ducida es expresada como la suma de la forma usualmente

aislada más su dimero menos polar formado espontánea y

reversiblemente luego de mantener al esteroide en medio

ácido, o comoun metabolito de la Aldosterona, en las in
cubaciones.

El análisis 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 compuestosy fracciones (Figura 29).

En la Tabla 13 se muestran los porcentajes de Aldos

terona producida bajo las distintas condiciones de incu­

bación, excepto las correspondientes a los experimentos
con Preincubación de las glándulas.

Una observación de la Tabla 13 excluye al pH 7,4

como un pH conveniente para la formación de Aldo. A este

pH, las cantidades de Aldo son en casi todos los casos

más bajas que aquellas correspondientes a pHs menores (4,8
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InCubado

C12H2

EI

Bush B5

Rfs: 0,12 0,31 0,52 0,63 0,75 0,9311111
l8-OH-B Aldo-I RM'4,33 R 5,26 RM 6,33 -—-)RM 7,18

l HC03KAc

l í--9Ms
OX FMPA

Aldo

Figura 29: Esquemadel análisis de los incubados por CP en el

sistema BushB5(73). EI: extracto inicial del incg

bado en ClZCHZ;Aldo-I: Aldo imputa; Ac: Acetilación;

0x: Ox1dac1ón; RM 4,33; RM 5,26; RM 6,33 y RM 7,18:

formas menos polares de 18-OH—B;MS: material sapo­

nificable; FMPA:forma menos polar de Aldosterona.
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T A B L A 13.

DE

I oU) Z U)
05 O LaD H .J
U U) <

I m m .. aa: LIJ m Z
Da > tu o

2 L: N

l J O o Hm o a: .c a:o o v O
[JJ U] :1:

8 Q É 8
,l < o L, z pH 3.3 pH 4.8 pH 7.4 2[-« o. m m m

CD H a: H Z
¡al E4 0.. B H

l a

l U 1 6.93 - 2.21 6.64 i 0.76 0.67 Í o.q2 AMH

a 2 9.45 i 2.37 7.12 i 0.33 0.73 Í 0.01 B
¡al O

l H 1 4.92 Ï 1.43 8.66 Í 0.71 4.26 Í 0.02 C
MAC

l m m 2 5.88 i 1.52 9.66 Í 0.53 5.57 Í 0.06 Dlt

' m U 1 3.60 i 0.50 1.03 Ï 0.15 1.00 Í 0.02 BH MH a 2 5.04 Í 1.71 1.32 Í 0.05 1.18 Í 0.03 r
l J o

H 1 3.65 Í 0.58 2.65 i 0.13 4.37 i 0.02 G

l a: MAC +4 2 5.21 —1.07 3.13 Í 0.12 5.70 i 0.04 H

I 'z + +U 1 1.72 _ 0.06 3.88 - 0.27 2.66 i 0.19 1
M

I : 2 1.89 i 0.22 4.42 i 0.36 3.81 Í 0.11 J
° 1 1.68 i 0.23 5.68 i 0.45 2.01 i 0.04 K

I m H MAC
< m 2 2.88 Í 0.27 7.02 i 0.97 2.89 Í 0.13 L

l z 4 +
0 U 1 9.90 - 0.67 7.32 — 1.10 1.62 — 0.02 M
VJ M

l o z 2 10.45 É 1.43 7.42 i 0.92 1.68 Í 0.11 N
D. .

‘l H ° 1 6.78 i 0.68 5.41 i 0.50 3.61 Ï 0.37 oH
J MAC + +m 2 8.12 Ï 1.02 6.33 —0.60 5.47 —0.08 p

| 4
Porcentajes de conversión a Aldosterona bajo distintaí condiciones.

l Los valores se informan cornopromedio de triplicados - Error-estar:­dard. Para el tratamiento estadístico de les datos ver el texto.
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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 están lejos de ser

las óptimas.

Para los dos niveles de pH más ácidos se observan

comomejores condiciones las dos subrayadas en la Tabla

13, o sea linea D del pH 4,8 y linea N del pH 3,3.

Veamosahora el resultado de análisis estadísticos.

Si a partir de un primer ANOVAde 5 factores se ha

ce un análisis exploratorio de los datos teniendo en cueg
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 cuando se elimina del análisis el nivel

pH 7.4.

b) El factor tiempo es significativo en amboscasos

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

Una ANOVAde 4 factores, con pH, a 2 niveles, o sea

"estado del precursor-conversión-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 de me­

dias del 95%, se deduce que no hay diferencias significa­
tivas entre el valor de la linea D-pH4.8 con el de la li­

nea N-pH3.3. Por consiguiente estos valores son los ópti­

mos o
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Una tercera condición, incubación de Ma pH 3,3(1i­

nea B-pH 3,3) exhibe igualmente un valor alto para la prg

ducción de Aldo, pero su alta variación (error estandard),

debida a que los valores de los triplicados son muydis­

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

subcutánea (liposomas blanco) ya que ellas fueron consig
tentemente insignificantes.

De todas las condiciones óptimas para la producción

de Aldo, la de la "linea D-pH 4.8" (Tabla 13) es la de ma­

yor interés bioquímico. Las razones para esto son varias.

En primer lugar porque algunas organelas de la célula vi­

va, tales como lisosomas (153) (154) y receptosomas (155)

(156), poseen aproximadamente el mismo pH. En segundo lu­

gar porque, de acuerdo a la teoria quimiosmótica de Mitchell

sobre la respiración dependiente del transporte de iones

(157) la transferencia de electrones a lo largo de los

transportadores de la cadena respiratoria que están loca

lizadas en la membranainterna de la mitocondria, genera

ria un gradiente de protones a través de esta membrama,

formándose asi una zona con alta densidad de iones hidrg

mio. Por último como tercera razón debe mencionarse que,
bajo las condiciones óptimas para la biosintesis de Aldo
a pH 4,8, los altos valores de conversión pueden ser ad­
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ESTADO DEL
L I B R E L I P O S O M A S

PRECURSOR

TIPO DE
B I O T I C A C O N

CONVERSION P R E I N C U B A C I 0 N.

PRECURSOR 2 z 2
z 1:

TIEMPO l

(HORAS) .—4 N .—¡ N .—1 N' .—4 N

o 0-4 cn NN v o N 3 8 2 3
o o o o c; o. o. o‘

{a M. +| +| +| +| +| +| +| +I
m h ¡n rs .-4

m m e H s s :4 a
v tn un no H r; 1-1. p;

o N N no cn m co v
v H P-l N o o o o
o o o o o o. o‘ o‘

Ea CD +| +l +| +| +| +l +| +|
v xo v o l" Ch v ¡N no

xo o N In a) N ax m

m m v xo o r; o. u;

m co v N .—4 I\ v cn
.—4 .—c m H H N H H

o o o. o o o o‘ o

:5. v +| +| +| +| +| +| +I +I
I: Ln o l‘ N 0‘ l‘ ln o

xo no H un ax un N m

o‘ os N‘ m H. N H H

Porcentajes de conversión a Aldosterona bajo distintas
condiciones, cuando las glándulas adrenales fueron pre­
incubadas. Los valores se informan comopromedio de tr;
plicados Ï EE. Para las condiciones metodológicas ver
el texto.
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judicados a una reacción enzimática (Tabla 13, restar

línea H de línea D para el pH 4,8) en contraste con las

otras dos condiciones óptimas mencionadas.

En la Tabla 14 se muestran los porcentajes de la

Aldosterona formada, bajo distintas condiciones de incu­

bación, cuando se efectuó la preincubación de las glán­

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

agregar el precursor radiactivo. Comopuede verse los

porcentajes obtenidos son o menores o iguales a los ob­

tenidos en las incubaciones sin preincubación de las

glándulas (líneas A a D e I a L de la Tabla 13).

En las Tablas 15 y 16 se muestran los porcentajes

de lB-OH-By 18-DALrespectivamente, remanentes al tér­

mino de las incubaciones. En ellas puede verse que cuan­

do el precursor era lB-OH-B,las cantidades de este es­

teroide al cabo de la incubación disminuye a medida que

desciende el pH, siendo particularmente bajos en aque

llos casos en los que han formado otros metabolitos en

cantidad apreciable (Ver Tablas 17 y 18). Por otro lado,
al partir de MACcomo precursor siempre se obtiene 18­

-OH—Bforma M, aumentando la cantidad de éste a medida

que aumenta el pH. Todo ésto habla en favor de la exis­

tencia de un estado de equilibrio entre 18-OH—By 18­

DAL.De todas formas es muy relevante destacar que este

estado dinámico entre lB-OH-By lB-DALes distinto en

presencia que en ausencia de tejido. En efecto, viendo
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TABLA 15

.J z
É 5 3 m H

cn m tn 9: p pH pH

8 É o 5 É< U o > u 3:3 4.3 7,4
'r' CL] D. Z EL]
U] CZ H o CZ
uJ CL E" U Da

< b b
É M 26,7 40,1 50,5b
O

m m MAC 12,5 17,2a 30,6
a:

m S M 10,5a 45,2b 80,1bH H
B

J o b b
É MAC 12,6 40,6 68,4a
4:

M 34,4b 45,2a 54,6a
q:
U

H b b
S MAC 22,6 37,6a 60,9

m S 1<
z .

91 4: b b a
g g M 7,6 58,4 70,2 .
H [-4
-—Ï O

B
< MAC 14,3b 40,3b 64,9b

lB-OH-B-aHremanente (X) al término de las incuba­

ciones realizadas, según 1a Sección V de Materiales

y Métodos, durante 2 horas. Los valores informados

son promedios de duplicados (a) o triplicados (b).
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TABLA 16.

í L
r

-¿ Z
Ïl L2: o x
C O o-4 o

U) :¡J V] J"

8 É o 5 “3‘ DH 3.3 pH 4,8 pH 4
< (J o :> U
B ¡al Q. Z L!
(n a: H o a:
CL] D. E" U 0­

4: b
g M 65,4 b 20,1 7,3
É
H M C b a

m m A 73,3 66,0 45,9
É'á <

3 8 M 50,8 a 39,3 b 12,7
E4

8
g MAC 64,1 b 51,5 b 14,6

<
8 b a
E. M 32,1 31,6 10,9

un 8

g m MAC 45,7 b 30,2 b 17,4

8 4 b
8 S M 27,9 44,8 b 23,4
H E

2 MAC 38,4 46,3 a 30,3

Porcentajes de producción de lB-DALtritiada obtenidos

en las incubaciones realizadas, según la Sección V de
I

Materiales y Métodos, durahte 2 horas. Los valores in­

formados son promedios de duplicados (a) o triplicados

(b).



17.TABLA

J 2
EJ a: O a:

Q 9, m H o

g g o 2 :2 PH pH pH
5 U o E 8 3,3 4,8 7,4
1.-! LIJ o. Z LIJ
cn o: H o a;
ul O- [-< U a.

<
g M 2,86 1 93 1,14
E-4

O

ES
m 4 MAC 2,15 1,84 0,93
CI:

CD <

H B M 3,12 2,07 0,98
a 8

H
m

MAC 4,09 3,01 0,76

Porcentajes de producción de la forma menos polar

de 18-OH-Bde RM5,26 obtenidos en las incubacio­
nes realizadas, según la Sección V de. Materiales

y Métodos, durante 2 horas.

-l77­
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TABLA

J Z
É É 8 m

m m m 8 PH PH pH
O GC Q Oi m

3 8 m 8
[-4 LIJ 8 É [JJ 3:3 4,8 7,4
U) Cr H O m

5 M 7,21a 7,39a 3,12a
H
E"

a b
m m MAc 12,84 5 28a 2,24b
Cl:

m 5 M 11,23b 11,09a 1,76b
H H

[-4J o
H

2 MAC 19,91a 9,37b 0,94a

5 b a aH M 23,18 5,19 2,36
[-4

8
2 m MAc 17,14b 6,21a 1,42az
O

8 Ü ¡b a b
g p M 8,13 7,14 3,89 ‘J O

H

É
MA: 10,82b 4,07b 2,20a

Porcentajes de producción de la forma menos polar de

lB-OH-B de RM6,33 ontenidos en las incubaciones
realizadas, según la Sección V de Materiales y Méto­

dos, durante 2 horas. Los valores informados son prg

medios de duplicados (a) o triplicados (b).
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los porcentajes de 18-DAL(Tabla 16) éstos son mayores

en ausencia de tejido, sobre todo a pHs bajas.

En las Tablas 17 y 18 se listan los porcentajes

correspondientes a las zonas radiactivas reveladas en

la cromatografía del incubado en el sistema Bush B5 con

Rf 0,63 (RM5,26) y Rf: 0,75 (RM6,33). Estas zonas ra­
diactivas se corresponden con dos de las formas menos

polares de 18-OH-B que componen el MAC(Ver Materiales

y Métodos). Resultan destacables de mencionar los altos

valores correspondientes al RM6,33 (Tabla 18) que se
obtienen bajo distintas condiciones. Por la cinética de

formación a partir de lB-OH-B+ HCl, se ve que esta frag

ción se compone de un metabolito de lB-DAL (6), lo cual

podria tener consecuencias cinéticas (Ver Discusión) so­

bre la capacidad precursora para Aldosterona.

Finalmente, en las Tablas 19, 20 y 21 se dan, para

algunas de las incubaciones realizadas, los porcentajes

correspondientes a los tres compuestos separados a partir

de la zona radiactiva de menor polaridad en la cromato­
nvgrafía en papel (Figura 29): una forma menos polar de MA

correspondiente a RM7,18 (6); el material saponificable
a lB-OH-B (MS); y el dímero de Aldosterona, para algunas

incubaciones.
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ESTADO DEL TIPO DE pH pH pH
PRECURSOR

PRBCURSOR CONVERSION 3,3 4,8 7,4

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

Porcentajes de producción de la forma menos polar de

18-0H-B de RM7,18, obtenidos en algunas de las incu­
baciones realizadas según la Sección V de Materiales

y Métodos.

T A B L A 20

ESTADO DEL TIPO DE pH pH pH
PRECURSOR

PRECURSOR CONVERSION 3,3 4,8 7,4

LIBRE BIOTICA M 2,4 2,5 0,29

Parcentajes ¿e producción de la FMPAobtenidos en algunas

de las incubaciones realizadas según la Seccion V de Ma­

teriales y Métodos.
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TABLA 21.

ESTADO DEL TIPO DE pH pH pH
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 de producción de MSobtenidos en algunas de

las incubaciones realizadas según la Sección V de Mate—

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

TES DE 18-DAL.

Una vez determinadas las condiciones óptimas para

la formación de Aldo a partir de MAC(Tabla 13, "linea

D-pH4.8),se realizaron incubaciones en esas mismas con

diciones y en las mejores condiciones de pH 7,4 (Tabla

13,"linea D-pH7,4"), pero ahora en presencia de cantidg
des crecientes de 18-DALradioinerte (Tabla 22).

Al ir aumentando la cantidad de lB-DALagregada

al medio de incubación, el porcentaje de Aldo radiactiva

obtenida va disminuyendo mientras que la radiactividad

correspondiente a lB-DALva aumentando. Esto estaria in­

dicando que el compuesto del MACque se convierte a Al­

do, en esas condiciones,es 18-DAL. Es de hacer notar que

la disminución en la radiactividad de Aldo no se relaciona

exactamente con el aumento en la radiactividad correspon

diente a lB-DAL. Esto puede ser explicado teniendo en

cuenta que 18-DAL, lB-OH-B y las otras formas menos pola

res de este último esteroide, se hallan en equilibrio

por lo que la deterndnación de 18-DALno se corresponde­

ría con la cantidad de lB-DALformada en el medio de in­

cubación, pudiéndose desplazar dicho equilibrio de una

forma no conocida durante el método de determinacion.



TABLA22

%Aldo-3Hproducido%18—DAL—3Hremanente

18—DAL

pH4,8pH7,4pH4,8pH7,4

radioinerte(Ug)

o8,935,4060,3745,77
102,961,8552,4148,91

1000,410,2476,5073,35

1000NDND92,1390,12

PorcentajesdeAldoformadaenincubacionesdecuartosdeadrenalesderata,durante2 hOtaS,conMACtritiadoenpresenciadedistintascantidadesde18-DALradioinerte. ND=nodetectable.

.183.
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V) CURSO DE REACCION PARA LA FORMACION DE ALDO A PARTIR

DE l 8-OH-B .

Las Figuras 30 y 31 muestran el Curso de reacción

para la biosíntesis de lB-DAL; lB-OH-By Aldo a partir

de 1,2-3H—18-OH—Bcon cuartos de adrenales de rata a los

pHs 4,8 y 7,4. En ella se puede ver que cualitativamente

18-DALse comporta como un intermediario mientras que

Aldo lo hace comoproducto final de la reacción, indepeg
dientemente del pH. Desde el punto de vista cuantitativo,

a pH 7,4 la formación de Aldo es menor; mientras que 18­

-DALpresenta, a este mismo pH, mayor dispersión y una

curva tipo intermediario de reacción, aunque menos simple

o evidente que a pH 4,8.

De esta forma puede asignarse la secuencia biosin­

tética 18-0H—B—018—DAL—OA1do(Figura 32), a ambos pHs. ‘



33’

FH18-DAL-HyAldo-HM-3HIBMHAL—jHyAldo-3“
100->10100.

,0

(,7_

50+

50.

(dpm x10

( dpm x 10-4 )n
A

l

or x mdp )

4
)

''''Tiempode ‘‘''
0,51,01,52,0Incubaci6n(h5)0,51,01,57_o

Figura30:Cursodereacciónpara

Iï;gura31:Cursodereacción

laformaCLÓndelB-DAL(A) yAldolaformaciónde18_“AL(.) (O)apartirde18-OH-B(O)apH

para yAldo

(o)apartirdelU-()ll-H(o)apH
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I

C=0
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Figura32:Compuestosprobadoscomointermediariosalolargodel

biosintéticodeAldosteronaapartirdeCorticosterona.

camino
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VI) EXPERIMENTOS DE CAPTURA.

Al incubar B tritiada con cuartos de adrenales de

rata a pH 4,8 en presencia de cantidades crecientes de

lB-OH-B(forma M) radioinerte, se ve que la radiactivi­

dad de Aldo disminuye al igual que la de 18-3AL, mie:­

tras que la de lB-OH-B (M) aumenta (Tabla 23). Lo mismo

se evidencia a pH 7.4.

Al incubar B tritiada a pH 4,8 en presencia de

cantidades crecientes de lB-DALradioinerte, la radiac­

tividad de Aldo disminuye mientras que 1a de lB-DALau­

) menta (Tabla 24). El mismo comportamiento se evidencia

a pH 7,4.

Por último, al incubar 1,2-3H-18-OH-Bcon cuartos

de adrenales de rata a pH 4.8 en presencia de cantidades

crecientes de lB-DALradioinerte, la radiactividad corres

pondiente a Aldo disminuye mientras que la de lB-DALau­

menta (Tabla 25). Al realizar el mismo experimento a'pH

7,4, se encontraron dificultades en la medición de Aldo,

quizás debido a sus pequeñas cantidades, obteniéndose

resultados muydispersos.

Esta serie de experimentos habla en favor de un

camino biosintético B-——-’18-0H-B -—+ 18-DAL ——9Aldo

(Figura 32) a ambos pHs.
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TABLA 23.

M (ng) 74 lB-OH-B-3H 74 lB-DAL-BH % nda-3a

o 7,0 5,1 11,3

1 9,3 5,3 8,0

210 11,4 4,2 4,9

410 12,7 2,1 2,6

s10 15,9 1,5 1,7

fecto del aumento de 18-OH-B (M) radioinerte sobre la

producción de lB-DAL­
3 H y Aldo-3H a partir de B—3Ha pH 4,8.



TABLA 24

lB-DAL (ng) x lB-DAL-3H 74 Aldo-3a

o 4,5 10,5

1 6,5 7,1

102 9,1 3,7

410 10,6 1,3

106 11,3 0,5

Efecto del aumento de lB-DALradioinerte sobre la

producción de Aldo-3H a partir de B- H a pH 4,8.
3
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lB-DAL (ng) x lB-DAL—3H x Aldo-3H

o 14,7 7,0

1 15,2 6,2

210 16,8 4,3

104 17,9 2,1

106 20,1 0,5

Efecto del aumento de lB-DAL,radioinerte sobre la

producción de Aldo-3H a partir de lB-OH-B-3H a pH 4,8.
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VII) REQUERIMIENTOS PARA LAS OXIDACIONES DE lB-OH-B Y

lB-DAL PARA DAR ALDO.

a) Esguerimiento de NADPH.

En la TAbla 26 se muestran los porcentajes de Aldo

tritiada obtenidos a partir de los precursores lB-OH-By
lB-DAL en las condiciones indicadas en la Tabla 13 "lí­

nea D- pH 4,8", pero con el agregado de distintos cofac­

tores. Se puede ver que siempre lB-DALfunciona como un

mejor precursor para Aldo que lB-OH-B. Por otro lado, el

sistema generador de NADPH(malato + NADP+)produce au­

mento de la producción de Aldo llegándose a un 16%de reg

dimiento con malato 9 mM.

Estos resultados junto al aumentode la sintesis por

NADPHo malato sólos, indicarian que las oxidaciones de

18-OH-B y lB-DAL para dar Aldo requieren NADPHen vez de

NADP+.Marusic y col. (93), y más recientemente Kojima y

col. (82) y Aupetit y col. (95) obtuvieron los mismosrg

sultados a partir de lB-OH-Ba pH 7.4.

b) Reguerimiento de 02.
En la TAbla 27 se muestran los resultados obtenidos

al incubar lB-OH-B y lB-DALtritiados a pHs 7,4 y 4,8 en

Atmósfera de carbógeno o de Nitrógeno. Puede verse que

la producción de Aldo tritiada en atmósfera de Oxígeno es

muchomayor que la correspondiente en atmósfera de Nitró­

geno, haciéndose este efecto más pronunciado a pH 4,8 que

a pH 7,4. Estos resultados indicarian un requerimiento de



TABLA26.

MalatoNADP‘NADPH%A1dosterona-3H%Aldosterona-aH

(mM)0.5mM0.5mMdesdeM-3HdesdeMAC-3H

Efectodecofactoresymalatosobre1aproduccióndeAldoapartirdeMydeMAC.
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T A B L A 27

Precursor pH Ald° ProdUC1da bajo Carbógeno

Aldo producida bajo N2

4.8 7,1
lB-OH-Bï

7,4 4,5

4,8 8,2lB-DAL
7.4 5,3

Producción comparativa de Aldo bajo atmósferas de

Carbóqeno o de Nitrógeno, a‘partir de dos precur­

sores y a dos pHs.
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Oxigeno para 1a biosintesis de Aldo a partir de los pre­

cursores probados. Kojima y col. (81) (82) demostraron

recientemente los mismosrequerimientos a partir de 18­

-OH—B a pH 7,4.

Estos experimentos sobre requerimientos de O2 y
NADPHpermiten concluir que la oxidación requerida para

que se produzca Aldo a partir de los precursores usados,

consiste en una hidroxilación. Teniendo en cuenta los

resultados descriptos en las Secciones V y VI de Resul­

tados, se concluye que tal hidroxilación debe ocurrir

sobre lB-DAL (Figura 33).



.__n.__.-A———_7_-7_

NADP++H-OH

NADPH+

HOC::=

¿P

ïHZOH C:::0

04
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Figura33:ReaccióndehidroxilacióndelB-DALparadarAldo.
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VIII) CAPACIDAD PRECURSORA PARA ALDOSTERONA DE OTROS

PRECURSORES.

a) Formas menos polares de 18-OH-B de R‘1SLZSZ 6,33 y 7,18.

La incubación a pH = 7,4 de cualquiera de las for­

mas menos polares de la 18-0H-B con excepción de RM4.33
llevó constantemente a la formación, en proporciones se­

mejantes, de las 4 formas menos polares (RM4.33; R 5.26;M

R 6.33 y RM7.18) y a la formación de una cantidad mu­M

cho mayor de lB-OH-B (entre 70 y 90%) (Tabla 28).

La cantidad de precursor remanente fue en todos los

casos muypequeña y demostró variaciones de escasa cuantía.

Por otro lado los porcentajes de conversión a Aldo siempre

fueron muybajos (Tabla 28).

Resulta así que las formas menos polares de lB-OH-B

de RM5,26; 6,33 y 7,18 poseen muy baja capacidad precur­
sora para Aldo y que más bien revierten a lB-OH-B "M" por

efectos de la incubación.

En las incubaciones realizadas con los mismospre­

cursores en ausencia de tejido no se obtuvo producción de

Aldo pero si de lB-OH-B"M". Estos resultados parecen de­

mostrar que la formación de 18-OH-B y de sus formas menos

polares durante las incubaciones con estos precursores,se
debería a conversiones espontáneas.

b) Material saponificable a lB-OH-B(MS).
De las incubaciones de MSbajo distintas condicio­

nes, surge que este precursor se transforma enzimáticamente
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T A B L A 28.

Precursor % Aláo x 18-OH-B

RM 5,26 0,52 68,7

RM 6,33 0,91 50,1

RM 7 18 0,82 92,1

Porcentajes de Aldo y de 18-OH-Bformadas durante

las incubaciones de las formas menos polares de

18-OH-B de RM5,26; RM6,33 y RM 7,18 con cuartos

de adrenales de rata, a pH 7,4, durante 2 horas.

-l97­
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a 18-OH-B y Aldo. En efecto, en 1a Tabla 29 se ve que a

los dos pHs usados MSse transforma a 18-OH-B en mayor

proporción 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 1a mayor hidrólisis que MSsufriria a pH más ácido.

El porcentaje de Aldo obtenido en todos los casos

ensayados fue muy bajo (Tabla 29) por 1o que MSno resu¿

ta buen precursor para Aldo.

En 1a Tabla 30 se muestra que la presencia de lB-OH­

-B radioinerte en el medio de incubación de MStritiado

inhibe totalmente 1a producción de Aldo radiactiva, y au­

menta 1a radiactividad asociada a 18-OH-B (forma M).
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T A B L A 29.

Tipo de Compuesto
Precursor pH 4,8 pH 7,4

Conversión Cuantificado

0.553 0.310
18-0H-B

Í 0.021 i 0.019
Biótica

0.058 0.008
Aldo

i 0.008 Í 0.002
MS-3H

0.230 0.090
18-0H—B

Í 0.030 Í 0.010
Abiótica

No No
Aldo Detectable Detectable

Conversiones de 1,9 pmoles de MS , en presencia y ausencia
' — +de tejido adrenal. Los valores se 1nforman como promedio —

error estandard,en pmoles.
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T A B L A 3o.

pH 18-0H-B (pg) 18-OH-B-3H Aldo-3H

o 0.553 0.058

Í 0.021 t 0.008

4.8 41 0.619 0.004

Í 0.033 Í 0.001

87 0.641 No Detectable

o 0.310 0.008

Í 0.019 Í 0.023

7.4 41 0.352 No Detectable

i 0.023

87 0.340 No Detectable

Conversiones a lB-OH-B-3Hy Aldo-3H a partir de 1,9 pmoles

de MStritiado y a dos pHs, en presencia de lB-OH-Bradio­

inerte. Excepto los experimentos con 87 pg de 18-OH-B

(n = l), el resto se realizaron por triplicado,informándo­
se el promedio Ï 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 1a producción de MSa partir de

18-OH-B y lB-DAL a pH 7.4. En ellas se ve que los máxi­

mos valores de tejido y de tiempo que se hallan sobre 1a

zona recta del gráfico son 50 mgy 30 minutos respecti­
vamente.

En la Figura 36 se muestra 1a curva de tiempo para

la producción de Aldo a partir de 18-0H-B y 18-DALcon

homogenato de SO mg de tejido adrenal. De ella se obtuvo

el máximovalor de tiempo que se halla sobre la zona reg

ta del gráfico: 30 minutos.

Estas condiciones son las utilizadas luego para las

incubaciones correspondientes a determinar la localización

subcelular de las biosíntesis de MSYde Aldo: las fraccig

nes H, N, M, m y S provenientes de SO mg de tejido adrenal

se incubaron durante 30 minutos con 1,8 PCi de 18-0H-B ó

lB-DAL (Ae = 6,9 pCi/ymol), determinándose luego MSy Aldo
tritiados.

En 1a Tabla 31 se muestran las actividades enzimáti­

cas de Succínico Deshidrogenasa, de la producción de Aldo,

y de 1a producción de MS. En ella se puede ver que estas

tres actividades enzimáticas se corresponden, hallándose
el máximo valor de todas en la fracción M. De la misma

forma, el máximovalor de Actividad especifica (Tabla 32)
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% MS ¿L

0,15q

0,05­

mg de
L tejido.I ¡ r

50 100

Figura 34: Curvas de tejido adrenal para la producción
de MS (%) al incubar lB-OH-B-3H (a ) o

lB-DAL-3H ( b'l durante 20 minutos a pH 7,4.

0,20.

0,10{
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l 7€Aldo- H

l ‘F

l 5 .

I 3 ..

l

I‘ ­

Tiempo de

I incubación (min)U I r:

I 3o 60 90

l Figura 36: Curva de tiempo para 1a producción de Aldo a
partir de lB-OH-B-3H (a ) o lB-DAL—3H( b )

l con homogenato de 50 mg de tejido adrenal, a

l pH 7,4, en presencia de malato 5 mMy NADP+

I 0,5 mM.
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T A B L A 31.

Actividades enzimáticas de la enzima marcadora mito­

condrial (SDH);de la biosintesis de Aldo a partir

de lB-OH-B y 18-DAL a pH 7,4 y pH 4,8; y de la bio­

sintesis de MSa partir de lB-OH-B y 18-DAL a pH

7 4- en las fracciones subcelulares H, N, M, m y S

indicadas en la Figura 24. Para las definiciones de
Unidad enzimática ver la Sección XI de Materiales

y Métodos.



__mTABLA31.

UNIDADESFRACCIONESSUBCELULARES

ENZIMATICAS

DBHNMmS

SuccínicoDeshidrogenasa(SDH)25904062093120 l8-OH-BaAldoapH7,42,420,532,1400 lB-OH-BaAldoapH4,89,341,53'716oo 18-DALaAldoapH7,47,8100 lB-DALaAldoapH4,811,441,999,64oo lB-OH-BaMSapH7,40,480,11o35oo lB-DALaMSapH7,40,430,34O0

-205.
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T A B L A 32

Actividades específicas de la enzima marcadora mito­

condrial (SDH);de la biosíntesis de Aldo a partir

de lB-OH-B y lB-DAL a pH 7,4 y pH 4,8; y de la bio­

síntesis de MSa partir de lB-OH-B y 18-DAL a pH

7,4; en las fracciones subcelulares H, N, M, m y S

indicadas en la Figura 24.
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TABLA

SUBCELULARES

FRACCIONES

S

ACTIVIDADES ESPECIFICAS

(UE/mgproteína)DEH

SuccínicoDeshidrogenasa(SDH)23,6112,446

0,18085o

0

18-OH-BaAldoapH4,8

0,80

2710 384

18-OH-BaAldoapH7,4

0,76

0

lB-DALaAldoapH4,8

1,07

0,140

l
R) C) Ñ

l

0,13

lB-DALaAldoapH7,4

0,04

0

18-OH-BaMSapH7,4

0,04

18-DALaMSapH7,4
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I

corresponde para las tres enzimas a la fracción M.

Por estas razones se concluye que Aldo y MSse

biosintetizan a partir de lB-OH-By de 18-DALen 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 tg

jido y de tiempo para 1a producción de Aldo radiactiva a

partir de B tritiada a pH 7,4. En ellas se puede ver que

los valores de tejido y de tiempo correspondientes a 30m9

y 20 minutos respectivamente, se hallan sobre la zona

recta de cada gráfico. Por esta razón, estas condiciones

fueron las utilizadas en los experimentos siguientes.
En la Tabla 33 se muestran las actividades enzimá­

ticas de Succinico deshidrogenasa marcadora de Membrana

interna, de Monoaminaoxidasa marcadora de Membrana ex­

terna y de Adenilato quinasa marcadora de Espacio Inter­

membrana en cada una de las fracciones T, E, x e I obte­

nidas en el fraccionamiento mitocondrial, y en la frac­
ción mitocondrial (M)del fraccionamiento subcelular. En

ella se puede ver que 1a actividad total en mitocondrias
de cada una de las enzimas marcadoras medidas es recupe­

radas-eficientemente en alguna fracción submitocondrial

particular. Por consiguiente se puede hacer la siguiente
correlación:

Fracción T: mitoplastos

Fracción E: membranaexterna y espacio

intermembrana.
Fracción x: membranaexterna.

Fracción I: espacio intermembrana.

En 1a TAbla 34 se lista la actividad enzimática de



_TABLA33

FtacciónActividaddean(UE)ActividaddeAq(UE)ActividaddeMAO(un)

M31.7753,32101,53 T27.138ooo723

1490,33 0486,72

I562,990,72

Actividadesenzimáticas(UE)deSuccinicodeshidrogenasa(SDH);Adenilatoquinasa(Aq) yMonoaminooxidasa(MAO)enMitocondrias(M)yencadaunadelasfraccionessubmito­ condrialesT,E,xeI.Paralaidentificacióndeestasúltimasasítambiéncomopara lasdefinicionesdeUE,verMaterialesyMétodos.

-210­
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TABLA 34.

Actividad enzimática de formación de
Aldo a partir de B (UE) en presencia de

Fracción

malato 5 mM

Y NADP+ 0,5 mM NADP 0,5 mM

a a
M 17,25 15,16

T 8,39b 6,25b

E 1,28b 4,37b

x 0,43b 0,84b

I o 35a 0,43b

T + E 9 64a __

T + x 5,35a __

T + I 6,36a -_

T + x + I 7,55a __

Actividad enzimática de formación de Aldo a partir
de B,bajo dos condiciones de incubación, en Mitocog
drias (M), en cada una de las fracciones submitocog
driales, y en mezclas de ellas. Para la identifica­
ción de estas últimas asi también comopara detalles
y condiciones de las incubaciones ver Materiales y
Métodos. Se define una UEcomo la cantidad de enzimai
que transforma l nmol de sustrato en producto duran—'
te 1a incubación. Los resultados son promedios de:
azduplicados o bztriplicados.
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producción de Aldo a partir de B en cada una de las mues­

tras ensayadas y en las condiciones de incubación usadas.

En ella se puede ver que en presencia de NADPH0.5 mM

sólo las muestra T y E presentan producción significati­

va de Aldo, aunque ninguna de ellas, ni aún su suma, lo­

gra recuperar la actividad mitocondrial. Por otro lado,
cuando el medio de incubación es adicionado de malato

S mMy NADP0.5 mMla única fracción submitocondrial que

produce Aldo es T, mientras que en las muestras de mez­

cla de fracciones submitocondriales, los mayores valores

se logran al reconstituir artificialmente la mitocondria

(T + E y T + X + I). Sin embargo tampoco en estas condi­

ciones de incubación se recupera totalmente 1a actividad
mitocondrial.
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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 ACTHa partir

de dos precursores (Tabla 35). El rigor estadístico exi­

ge para la resolución de este sistema un análisis de va­

rianza de 4 factores, uno de ellos (pH) de 2 niveles, y

otro (concentración de trofina) de 3 niveles, con un nú­

mero considerable de vías.

Este problema es colateral con respecto al tema

principal de la tesis ya que aqui sólo nos interesa in­

vestigar supuestos rendimientos simétricos de MScon reg

pecto a Aldoen presencia de ACTH.

Resultados que en base a este razonamiento deben

considerarse comopreliminares ya que se han obtenido

empleando contrastes por t de Student para dos muestras

sugieren que, independientementedel sustrato, la baja

concentración de la ACTHaumenta la producción de Aldo

tritiada mientras que la alta concentración de la tro­

fina inhibe tal producción (p < 0.05). Sin embargo, ta­

les efectos serian más pronunciados a pH 7,4 que a pH

4,8. De esta forma el sentido del efecto de la ACTHde­

penderia de su concentración.
Por otro lado si se observa, en la mismatabla, la

producción de MS, puede verse que ésta está influida por
ACTHde manera inversa a la Aldo; ésto es, aumenta la prg

ducción de MSa altas concentraciones de la ACTH,y dis­
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TABLA35

RÏ ES- __

(pmoles)pH_7’4pH-4

CompuestoACTHACTH' ACTHACTH

Precursor30000,2CONTROL30000,3CONTROL

Cuantificadopmolespmolespmolespmoles

0.05*.24*0.12.59*.98#.79

Aldo y+g 0.06—0.04

-0.01-0.02Í 0.02-0.02

1 0.42.se0.12.30.06:oa

18'OH‘BÏ 0.45g 0.36i 0.60g 0.44g 0.24g 0.46

.92.17.84

lB-DALg 0.05É 0.03g 0.03

.o1*33*.65

i 6.04g 0.02g 0.04
.3e*.09*.63

g 0.02i 0.04g 0.04
.07.97.94

18-0H-BÍ 0.13É 0,08i 0.11

.411.42.18
0.21—0.220.27

.91*.40*.63

“Sg 0.04g 0.020.03

M+|
.27.32.46
0.13g 0.17É 0.14

2.36#9.47

0.04—0.03—0.03

.25*.27
0.130.09

.58.27
0.070.12

.34.15
0.460.21

.38#7.51
0.030.03

H'HO’BÏ

MS

‘Io
\D

v
0+.

Aldo

N+|

a:
N
O1

’

H+l

0+!

N+|

H+l

H
m

i
veu

I

iva

lB-DAL

CD+|

m+|

m
m

O

03+!

xo+|

l‘+1

o+|

«k
m
k0

O+|

BI

O+|

O+|

'I

*Diferenciasignificativaconelcontrol(p<0.05). #DiferenciaconeLcontrolap<0.10. Rendimientosenpmolesde4metabolitosproducidosenincubacionesdelB-OH-Bo18-DALapHs7,4ó4,8,enausencia(CQNTROL)oenpresenciage+doscantidadesdeACTH(3000 pmolesó0,3pmoles).Losresultadosseexpresancomo_EE.SalvoelCONTROLdepH458 queserealizóporduplicado,elrestodelosexperimentosserealizaronportriplicado.
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minuye a bajas concentraciones de 1a trofina. Estos efes

tos también serian más pronunciados a pH 7,4 que a pH 4,8.

Estos resultados indicarian una dependencia de las

producciones de Aldo de las de MS, la cual podría relacig

narse con la regulación de los niveles de lB-OH-By 18-DAL.

Luego se realizaron incubaciones con l,2—3H-18-OH-B

a pHs 7,4 y 4,8 sin y con ACTHdurante distintos tiempos

de incubación. Los resultados se muestran en las Figuras

39 y 4o.

En ellas se puede ver que a pH 7,4 (Figura 39 ) 0,3

pmoles de ACTHproducen siempre aumento en la producción

de Aldo tritiada, mientras que 3000 pmoles de trofina prg

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

mismatendencia, algunas diferencias dejan de ser signi­
ficativas.

En estas mismas incubaciones también se semicuanti­

ficó MS. A pH 7,4 (Figura41 ), a tiempos de incubación mg

yores de 60 minutos, 3000 pmoles de ACTHhacen aumentar

la producción ¿e MS, meintras con 0,3 pmoles de la tro­

fina se obtienen menores valores. A tiempos menores de

60 minutos hay tendencia a la disminución de 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 de



pmolesAldo 4¡4

,24¿1,00

pmolesAldo

,12.b0,50.

tiempotiempo

v;¡4:(minutos)_v_4¿!minutos) 30901503090150

3

Figura39:ProduccióndeAldo-Ha1incubarFigura40:ProduccióndeAldo-3“alincubar 13,46pmolesde18-OH-B—3HapH7,4con13,46pmolesde18-0H«B—3HapH4,8con

n
no H (3‘

adrenalesderatasin(c)ycon0,3(a)adrenalesderatasin(c)ycon0,3(a)' ó3000(b)pmolesdeACTH,adistintos63000(b)pmolesdeACTH,adistintos tiempos.p(0,05excepto*p(0,10..tiempos.p(0,05excepto*p<0,10.
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3

Figura41:ProduccióndeMS-HalincubarFigura42:ProduccióndeMS-3Halincubar{si 13,46pmolesde18-OH-B-3HapH7,4con13,46pmolesdelB-OH-B-3HapH4,8con‘ï‘ adrenalesderatasin(c)ycon0,3(a)adrenalesderatasin(c)ycon0,3(a) ó3000(b)pmolesdeACTHadistintos:ó3000(b)pmolesdeACTHadistintostien-¡[305.pip<0.10.tiemp05.p<*p(0,10­
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Figura44: dichoasteroideapH4,8conadrenalesde ratasin(c)ycon0,3(a)ó3000(b) pmolesdeACTH,adistintostiempos.
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1a ACTHaparentan no tener efecto con respecto a contro­

les, mientras que 3000 pmoles aumentan la producción de

MS.

Por último, independientemente del pH y de la con­

centración de ACTH,la lB-OH-B remanente (Figuras 43 y

44 ) disminuye linealmente con el tiempo.



DISCUSION



-220­

D I S C U S I 0 N

En el presente trabajo de Tesis se han obtenido las mayores conver­

siones de 18-OH-Ba Aldo jamás informadas. Estas conversiones, iguales o

mayores aún que las de B a Aldo, fueron obtenidas bajo diferentes condi­

ciones (Table 13) todas las cuales tuvieron como común denominador el me­

dio ácido en el cual la forma Mde lB-OH-Badopta formas menos polares.

De esta manera se está 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 biosíntesis de Aldo y, por el otro, un nuevo aporte

al papel cada vez más relevante que el medio ácido está tomando en proce­

sos bioquímicos.

En efecto, no todo lo que ocurre a pHs muyácidos es, al contrario

de lo que se pensó hasta lo años 70, artificial. Basta demostrar que al­

gún proceso ocurra enzimáticamente o espontáneamente en una de las organe­

las de contenido ácido ( Ver Resultados ) para poder postular que estos

procesos forman parte de fenómenos vitales. Las evidencias cada vez más w

concluyentes a favor de la Teoría de Mitchell no excluyen de esta posibi­

lidad a la fase inmediatamente externa de la membranainterna de las mi­

tocondrias (157). Los lisosomas tienen un pH entre 4 y 6 pero no se pue­

de afirmar aün nada concreto acerca del pH de la capa de espesor de pocas

moléCulas asociada a la fase externa mencionada

Precursoriedad de 18-DAL

Unode los resultados importantes del presente trabajo de Tesis con­
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sistió en aisgnar definitivamente la estructura de 18-DALal principal

componente del MAC.Por otro lado, este compuesto ya había sido pcsrula­

do por Ulick comobuen precursor para 1a biosíntesis de Aldo en sapo,

pero este autor no pudo hallar a la lS-DALcomo un componente biosinte­

tizado por dicha especie. Su rol comointermediario en la biosíntesis de

Aldo a partir de B y de 18-0H-Bha sido ahora demostrado, pudiéndose es­

cribir el caminobiosintético representado en 1a Figura 32.

El hecho de que ocurran conversiones espontáneas desde Ma 18-DAL

y de los dos esteroides a Aldo sugiere 1a existencia de pasos no enzimá­

ticos en la última parte del caminobiosintético que lleva al mineralo­

corticoide. Para el caso analizado aquí de la transformación de Ma 18­

-DAL,ésta podría ocurrir por alguna de las dos deshidrataciones pro­

puestas en la Figura 45.

Sobre la participación de esta reacción espontánea 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 reacción a partir de Mes iniciada por la formación no enzimá­

-tica de pequeñas cantidades de 18-DALa través de alguno de los dos meca­

nismos antes propuestos ( Figura 45 ), estabilizándose esta última es­

tructura esteroide por el pHácido. Luego,en una segunda etapa, acoplada

a la primera, la 18-DALse hidroxilaría en la posición C-18, para dar lu­

gar, finalmente, a la Aldo.

El hecho de que esta última reacción de oxidación sea, al menos par­

cialmente, catalizada por una oxidPsa de función mixta -tratándose por

consiguiente de una hidroxilación- está comprobadopor el efecto estimu­

lador del NADP+y malato sobre la reacción ( Tabla 26 ). Recientemente

Kojima y col. (81) y Aupetit y col. (95) han actualizado ideas anteriores
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Figura45:Mecanismosdedeshidrataciónpropuestosparalatransformacióndela

MdelB-OH-BenlB-DAL.

forma
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de Marusic y col. (93) sobre mecanismosenzimáticos para la hidroxila­

ción de 18-0H-B. A partir de los presentes resultados a pH4,8 se su­

giere que sus ideas deben ser aplicadas a la hidroxilación de 18-DAL,

luego de su formación a partir de lS-OH-B.

Comose mencionó más arriba existen razones para suponer la ne­

cesidad de un medio ácido para la reacción espontánea de 18-0H-B forma

Ma lB-DAL. Ahora bien, ¿por qué es necesario un medio ácido para obte­

ner alto rendimiento en la reacción de hidroxilación, una reacción enzi­

mática que requiere poder reductor y probablemente citocromo P-450? Si

la reacción general de hidroxilación ocurriera comose ha mostrado en la

Figura 6, un exceso de protones debería ser crítico para no desplazar la

reacción de hidroxilación hacia los reactivos. En resumen un protón se­

ría necesario para favorecer la conversión de Ma 18-DALy un segundo pro­

t6n, para la reacción de hidroxilación de 18-DALa Aldo (Figura 46).

Comparandoeste último esquema propuesto (Figura 46) con el suge­

rido por Ulick sobre la existencia de un caminobiosintéticamente acti­

vo y otro inactivo (89) (Figura 15) se puede ver que ambos están en con­

cordancia. La pequeña diferencia entre ellos, asi también comocon los

propuestos por Kojima y col. (81) y Aupetit y col. (95), reside en la

secuencia de reacciones: en este trabajo se postula una deshidratación

espontánea de 18-0H-Bseguida de una hidroxilación del anhídrido, mien­

tras que en los otros se postula la hidroxilación de 18-0H-Bseguida de

una deshidratación espontánea. De todos modoses necesario aclarar que

los otros esquemas propuestos, si bien no son descartables al menos como

vías biosintéticas alternativas, sólo se basan en la evidencia de la e­

xistencia de una hidroxilación, siendo el derivado dihidroxilado para

estos autores, hipotético.

La secuencia biosintética aquí prepuesta (Figura 47) encierra
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la posibilidad de un sistema muyparticular para la regulación de las

acciones de los esteroides a nivel renal. En efecto, habiéndose compro­

bado que 18-0H-B actúa como eliminador de protones (9), que 18-DALes

un antisodioretentor (158) y que Aldo actúa comopotente sodioretento­

ra, se está ante un esquema integrado, en el sentido de Monod(159),

donde no sólo cada eslabón y el producto final tienen funciones dis­

tintas sino que los dos últimos esteroides tienen acciones exactamente

opuestas. De esta manera para cumplir con las necesidades del organis­

mosólo haría falta desplazar las reacciones en el sentido adecuado.

La existencia de reacciones espontáneas en los caminos biosinté­

ticos de esteroides comola propuesta en esta Tesis para la biosínte­

sis de Aldo a partir de l8-0H-B, también ha sido informada por otros

autores. En efecto, tal comose dijo en la Intróducción, varios auto­

res proponen para la biosíntesis de estrógenos a partir de andrógenos

tres hidroxilaciones consecutivas en las posiciones 2, 19 y 19, segui­

das de una reacción espontánea de reordenamiento que involucraría deSf

carboxilación del C-19 y deshidrataciones, para concluir finalmente en

la aromatización del anillo A del nücleo esteroidal (105) (107).

Resulta interesante efectuar una correlación entre la secuencia

de reacciones aquí postulada para la biosíntesis de Aldo con la descrip­

ta para la biosíntesis de estrógenos. En amboscasos la reacción espon­

tánea está precedida por hidroxilaciones que ocurren en dos carbonos

en posición gammay, más afin, las posiciones C-2 y C-l9 para la biosín­

tesis de estrógenos son homólogas a las posiciones C-11 y C-18 para la

biosíntesis de Aldo.

Finalizaré este título sobre precursoriedad de lB-DALcon algu­

nas ideas acerca de relaciones entre dicha preCursoriedad y la distri­
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bución submitocondrial de la biosíntesis de Aldo hallada en esta Te­

sis.

La existencia de una zona de alta acidez se vería potenciada en

el interior mitocondrial por el gradiente protónico que la Teoría qui­

miosmótica de Mitchell asigna a la cara externa de la membranainterna

de la mitocondria. Así, podría suponerse que la 18-0H-Bsea conducida

intramitocondrialmente a través de caminos que, terminando en el lOCus

de su transformación a Aldo, recorran zonas de acidez adecuada para su

conversión a lB-DAL.Estas ideas 5610 serían razonables suponiendo la

necesidad de la integridad y en consecuencia de la coordinación del

interior mitocondrial. Unaprimera evidencia experimental que avalaría

esta suposición puede ser hallada en las incubaciones con fracciones

submitocondriales donde aparte de demostrarse la biosíntesis de Aldo

en las fracciones T y E, en ningün caso se recupera totalmente la ac­

tividad biosintética de la mitocondria intacta ( Tabla 33 ). Másinte­

resante afin 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 útiles a tal efecto ( Tabla 33 ).

Precursoriedad de otras formas menos polares de 18-OH-B

Los altos rendimientos obtenidos espontáneamente a pH 3,3 con Men­

cerrado en liposomas ( pH 3,3 - línea N ) y los más cuestionables con in­

cubaciones de M libre a este pH ( pH 3,3 - línea D ) son notables ( Ta­

bla 13 ). Sin embargono sólo sus significados biológicos 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



‘- ——_._.————.u...o

__—_-_

-228­

gunta, al menos respecto de " pH 3,3 - línea D ", puede ser encon­

trada en resultados no mostrados aquí. Estos resultados indican que

Men medio ácido, afin después de cortos intervalos de tiempo, es in­

tensamente convertida en 18-DAL,incrementándose esta conversión a

medida que el pH del medio decrece, mientras la lB-DALagregada exó­

genamente es más estable a pH 4,8. A un nivel de pH más ácido este

éter es espontáneamente transformado en las fracciones aün menos po­

lares RM5,26; RM6,33 y RM7,18 descriptas por Aragonés y col. (6);

comose demostró en esta Tesis, ninguna de esas fracciones es buena

precursora de Aldo ( Tabla 28 ). Es entonces tentador especular que

la biosíntesis de niveles óptimos de Aldo depende en gran medida de

la dinámica de migración de 18-0H-Bdentro de la célula: si el pre­

cursor Mmigra a través de las porciones ácidas de la célula (pH 4,8)

a una velocidad adecuada, será espontáneamente convertida en 18-DAL.

Si este éter es "visto" en el momentoadeCuado por la segunda 18-hi­

droxilasa ( la segunda 18-metil-oxidasa (85) ) entonces la biosínte­

sis de Aldo será óptima. En cambio, si el medio ácido continúa y la

segunda lB-hidroxilasa no actúa, entonces 18-DALsería transformada

a otras formas afin menos polares antes mencionadas.

Aeste respecto resultaría muyinteresante estudiar la estruc­

tura, la biosíntesis, pero sobre todo la función biológica de la for­

ma menos polar de 18-0H-B de RM6,33 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 - línea D ", o sea transformación enzimáti­

ca de 18-0H-B libre a Aldo, pero aün no explican los buenos rendimien­
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tos de Aldo alcanzados espontáneamente cuando el mismo precursor se

halla envuelto en liposomas de adrenales ( " pH 3,3 - línea N " ) (Ta­

bla 13 ).

Es posible que, bajo estas condiciones, la forma Mde 18-0H-B

pudiera interactuar con lípidos ( membrana?) de la célula adrenal. Es

notable a este respecto que los esteroides encerrados en liposomas de

lípidos no adrenales no poseen propiedades precursoras. Las interaccio­

nes entre 18-0H-By liposomas adrenales podrían bien ser del tipo 20-al­

quilo encontrado por Aragonés y col. (6). Estos autores describen cómo

esta esterificación es catalizada por trazas de ácido. Ver también Usa

y col. (75).

Por qué este mecanismoespontáneo lleva también a altos rendimien­

tos de Aldo como aquéllos informados en " pH 3,3 - línea N " ( Tabla 13 )

es aün desconocido.

No obstante es digno de señalar que se está en presencia de una ca­

tálisis física de superficie que podría " emular " todo lo que hace un

sistema enzimática: la síntesis de cantidades relativamente importantes

de Aldo a partir de 18-0H-B. Los liposomas han sido objeto últimamente

de una gran cantidad de publicaciones (160) (161) en las Cuales se pone

énfasis en sus propiedades terapéuticas ( " targeting " de drogas ), y

aún en sus propiedades industriales ( catálisis ütil en síntesis_orgáni­

ca ). Pero no ha sido mencionado a mi conocimiento la posibilidad de que

un liposoma natural pueda catalizar reacciones generalmente consideradas

" bioquímicas ", reemplazando, en ese aspecto, a una enzima.

Ya en 1964Pasqualini (162) demostró que tejidos corticoadrenales,

así también comoun tumor adrenal, obtenidos de un paciente con sindrome
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de Conn era capaz de convertir 18-0H-Btritiada a Aldo. El autor incubó

homogenatos de estos tejidos suplementados por NAD+y fumarato a pH 7,4.

La recuperación de Aldo a partir de estos incubados, aunque menor que la

obtenida en este trabajo de Tesis a pH 4,8 con 18-DALen presencia de

NADP+y malato, son sin embargonotables y sería de interés estudiar el

efecto de preparaciones patológicas similares sobre la estructura de

18-0H-B. ¿ Podrían estos tejidos estabilizar alguna de las formas pre­

cursoras poco polares descriptas o alguna otra forma menospolar de

18-0H-B, que también posea propiedades precursoras ?

Más allá del mero campoespeculativo para la elaboración de hi­

pótesis quedan estos datos experimentales de pH 3,3 que para su enten­

dimiento global necesiten, quizás, de nuevos experimentos y/o de la apli­

cación de nuevas técnicas experimentales.

NUEVOSCORIEUESCOSno precursores

Ademásde 18-DALse describen en'la presente Tesis otros nuevos me­

tabolitos de 18-0H-B: la FMPAy MS.

Todos estos compuestos tienen en comúncon los anteriores la carac­

terística de ser, ellos también, menospolares que los esteroides que les

dan origen.

Para la FMPAno se ha podido demostrar aün un rol bioquímico, pos­

tulándose que siempre se halla en equilibrio químico con su forma mono­

mérica ( Figura 26 ). De todas maneras su descripción química permite

predecir la necesidad de tenerla en cuenta en las cuantificaciones de Al­

do.
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Bajo estas consideraciones se podría enunciar que uno de los pa­

peles de las formas menos polares de los esteroides formadas espontá­

" in vitro " ), podría ser el de permitir el pasa­neamente ( al menos

je a través de membranas( plasmáticas, mitocondriales o nucleares).

Sobre este aspecto llama la atención que aparentemente la Aldo colocada

en presencia de células blanco tarda menos tiempo que otros esteroides

de menor polaridad, y por lo tanto más lipofílicos, y en consecuencia

con mayor facilidad para atravesar membranas,en llegar al núcleo (163).

En este mismosentido vale la pena destacar que aparte de las or­

ganelas acídicas mencionadas en la Sección Resultados es bastante gene­

ralizada la suposición 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 especulación sería dable suponer que siendo la Aldo

un componente altamente polar deba adoptar una estructura de menor

polaridad para atravesar las membranasintracelulares, encontrándose

justo en estas últimas con las condiciones para adoptar aquellas estruc­

turas. Podrá ser la FMPAesta estructura ?

Una hipótesis similar podría enunciarse para la 18-OH-Ba la Cual

el medio ácido adyacente a las membranas transformaría en 18-DALy/u

otros compuestos pocos polares de buena precursoriedad. (Véase también

todo lo expuesto al respecto en los dos títulos anteriores). Se super­

pondrían entonces dos progiedades adguiridas en el medio ácido gue ha­

cen a la buena precursoriedadá a) configuraciones moleculares adecuadas;
.

b} alta liposolubilidad gue facilita el transporte a través de membra­

nas.
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Acerca de MSen particular, a la luz de los resultados aquí pre­

sentados ( Tabla 29 y 30 ) puede decirse que es un producto metabólico

de 18-OH-B,que necesita revertir a 18-0H-Bpara dar Aldo, y que podría

ser un compuestode reserva frente a las necesidades biosintéticas de

la célula, y las fisiológicas del organismo.

Apoyandoésto último resultan interesantes los hallazgos prelimi­

nares obtenidos con ACTH.Ellos indicarían que los niveles de 18-OH-B,

y por ende de lS-DAL,estarían influenciados por dos rutas de metaboli­

zación: una que forma MSel cual puede revertir al esteroide original

( Tablas 29 y 30 ) y otra que produce irreversiblemente Aldo. A su vez,

segün los estudios previos de regulación llevados a cabo en esta Tesis,

estas vías serían activadas o inhibidas por ACTH,en una forma dependien­

te de la concentración de la trofina, resultando efectos opuestos sobre

ambos metabolitos ( Tabla 35 y Figuras 39, 40, 41 y 42 ).

Es de hacer notar que aquí no se abre juicio sobre la naturaleza

fisiológica o farmacológica de las altas concentraciones de ACTHsino

que se utiliza este efecto bimodal de la trofina (22) comomodelo para

estudiar relaciones MS-Aldo.

Distribución submitocondrial e ideas finales

A nivel submitocondrial se ha visto que en presencia de NADPHlas

fracciones T y E biosintetizan Aldo a partir de B, mientras que con mala­

to y NADP+sólo lo hace T ( Tabla 33 ). Este resultado es lógico ya que

en E no se hallan ni la enzima málica ni el ciclo de Krebs.

De esta forma podría postularse que B o se transforma en Aldo en T



.233.

( 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 18-0H-Bgenera­

da en E, o quizás también proveniente de T, debería optar entonces

entre oxidarse a Aldo o acumularse comoMS, como reserva.

De los hallazgos de esta Tesis surge que existen diferentes vías,

modosy condiciones conducentes a 1a biosíntesis de Aldo ya sea secuen­

cial o alternativamente. Este hecho no nos debe sorprender dada la com­

plejidad de la regulación del equilibrio electrolítico a través de mine­

ralocorticoides, hormonaséstas que, en vista de su imprescindibilidad

para el organismo, no debenhallarse limitadas a un sólo caminode bio­

síntesis enzimática. Es en este contexto que hay que entender desde un

punto de vista biológico la multiplicidad y heterogeneidad molecular de

las posibilidades de transformación de 18-0H-Ba Aldo. Tampocose pue­

den excluir posibilidades de biosíntesis de Aldo que obvian a la 18-OH-B

y afin a B tales como los descriptos por Muller (27) y Vinson y White­

h0use (91). El esquema de 1a Figura 13 es particularmente interesante

para generalizar posibilidades de biosíntesis de esta naturaleza.
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C 0 N C L U S I 0 N E S

En el presente trabajo de Tesis se han encontrado en las incubacio­

d 18- - ' ' ' :
nes e OHB los Siguientes metabolitos 1) Las formas menos polares de

18-0H-Bpreviamente obtenidas por suspensión de este esteroide en medio

ácido (6). Estos metabolitos forman parte de la fracción 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 carac­

terizaciones estructurales: . , . .
1) Se confirmo que el pr1nc1pal componente del

MACera la forma menos polar de 18-0H-B de RM4,33 (6). Se demostró por

RMNque dicho material consistía en 18-DAL.Para las otras formas menos po­

lares de 18-0H-B : RM5,26; RM6,33 y RM7,18, se efectuaron caracteriza­

ciones químicas tales comosus estabilidades en residuo seco y en medio a­

moniacal (Tabla 5).

2) Para MSse propone una estructura de un és­

ter de 18-0H-B.

3) Para la FMPAse demostró la estructura de

un dímero (Figura 26).

Se han podido asignar las siguientes propiedades bioquímicaszl) Pa_

ra lB-DALse demostró que es intermediario en la biosíntesis de Aldo a

partir de B y de 18-0H-Ben , al menos, una de las vías biosintéticas del

mineralocorticoide. Se demostró que la oxidación de 18-DALa Aldo consis­

te en una hidroxilación. 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 biológica. Sin embargo para una de aque­
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llas condiciones, la que se refiere a la conversión espontánea a Aldo

de Mincorporada a liposomas, se demostró la especificidad para lipo­

somas preparados a partir de lípidos de glándulas adrenales.

2) Pa­

ra MSse postula una función de reserva de 18-0H-B: las diversas concen­

traciones de ACTHregulan su concentración en forma simétricamente o­

puesta a la Aldo ( Tabla 35 y Figuras 39, 40, 41 y 42 ).

La naturaleza de la reacción de obtención de los metabolitos men­

cionados es la si uiente: . . , .
g l) lB-DAL, espontanea y_en21mat1ca.

2) MS, sólo enzimática.

3) FMPA,sólo espontánea. Este dímero se halla

en equilibrio con Aldo. Por lo tanto es importante tenerlo en cuenta para

los dosajes de Aldo.

La localización subcelular de las biosíntesis de Aldo y MSse halló

en Mitocondrias.

La localización submitocondrial de la biosíntesis de Aldo se halló

en Mitoplastos ( con malato + NADP+y NADPH) y en la membrana externa +

espacio intermembrana, fracción E ( sólo con NADPH) siendo cuantitati­

vamente más importante el primer lugar de biosíntesis mencionado. Bajo

ninguna condición de incubación se recupera 1a actividad biosintética mi­

tocondrial. Por consiguiente se postula la necesidad de la integridad mi­

tocondrial par la óptimabiosíntesis. j

Mg”
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