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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo la elucidación de algunos aspectos (cinéticos,
estructurales y metabólicos) relacionados con los últimos pasos de la biosíntesis de
aldosterona (ALDO). La última etapa de la biosíntesís de ALDO involucra la
oxidación mitocondrial de 11-desoxicorticosterona (DOC), a través de diferentes
caminos siendo sus primeros metabolitos corticosterona (B) y 18-hidroxi-l 1­
desoxicorticosterona (18-OHDOC). Todas estas reacciones son catalizadas por
enzimas de la familia de los citocromos P-450. Una de estas:enzimas es el citocromo
CYP11B1 involucrado en la transformación de DOC a 13 y 1801-1DOC. El otro
citocromo involucrado, CYPl lBZ es el responsable (le la transformación de B a 18­
hidroxicorticosterona (lB-OHB) y a ALDO. Mediante los: resultados obtenidos al
trabajar con cortisol como sustrato alternativo en este camino metabólico se pudo
clasificar a las enzimas presentes corno sensibles a cortisol (SC) o insensible a cortisol
(ISC), siendo esta clasificación compatible con la existencia de las dos enzimas
clonadas CYP] lBl y CYP] lBZ. Cortisol inhibió competitivamente la transformación
de B a ALDO y 18-OHDOC a ALDO. Por otro lado, se desarrollo un modelo
matemático para el estudio de inhibidores suicidas. Se observó que 18-etinil-ll­
desoxicorticosterona (18-EtDOC) se comportaba como inhibidor suicida. Mediante la
utilización del nuevo modelo propuesto se calcularon los diferentes valores de las
constantes de inhibición para los diferentes pasos involucrados. Los valores obtenidos
concuerdan nuevamente con la existencia de los dos citocromos CYPllBl y
CYPllBZ.

Por otro lado se logró caracterizar un intermediario dimérico del camino de 18­
OHB a ALDO, el cual resultó un buen sustrato para la biosintesis de aldosterona.

Mediante los estudios realizados y utilizando como base de estudio animales
tratados con litio, se observó que 1a secreción de ALDO por 1a vizcacha
(Lagostomus maximus maximus) es más sensible a estos tratamientos que esta
secreción por la rata, especie usualmente utilizada en estos tipos de estudio. Se
puede concluir que dado que el litio produce efectos colaterales en estos animales,
se debería estudiar en humanos si estos efectos se repiten en los tratamientos
crónicos con este ión.

Palabras claves: aldosterona, corticoidoge’nesis,corteza adrenal, citocromo P450, cortisol,
118,18 hidroxilasa, inhibidores suicidas, litio.



Summary

This work aims at clarifying certain kinetic, structural and metabolic aspects of the
last steps of the biosynthesis of aldosterone (ALDO). These steps comprise the
mitochondrial oxidation of ll-deoxycorticosterone (DOC) through different
pathways, their first metabolites being corticosteronc (B) and |8 hydroxy ll­
deoxycorticosterone (IBOHDOC). All these reactions are catalyzed by enzymes of
the cytochrome P450 family. One of these enzymes is cytochrome CYPllBl
involved in the transformation of DOC to B and lBOllDOC, the other one being
CYP] l IBZ, catalyzing the transformation of B to l8-hydroxycorticosterone
(¡BOI-1B)and ALDO. ln view ofthe results obtained with cortisol as an alternative
substrate, enzymes could be classified into those sensitive to cortisol (SC) or
unsensitive to cortisol (USC), this categorization being compatible with the
occurrence of two cloned enzymes CYPI IBI and (,‘YPIIBZ. Cortisol inhibited
competitiver the transformation ofB to ALDO and I8OIIDOC to ALDO. We also
developed a mathematical model for the study of suicide-inhibitors. Employing
this new model, values were calculated for the inhibtion constants of the different
steps involved. The obtained values again agree with those of the two cloned
cytochromes CYPl lBl and CYPI IBZ.
We also characterized a dimeric intermediate between lBOllB and ALDO, which
showed to be a good substrate for aldosterone bi05ynthesis.
ln these studies and others with animals treated with Iithium, we found that ALDO
secretion by the “vizcacha” (Lagostomns maximus maxin'ius) is more sensitive to
these treatments than this secretion by the rat, the latter being the species usually
employed in these studies. Since Iithium produccs collateral effects in these
specimens, clinical investigations should be carried out on the elTects of chronic
treatments with Iithium in human.

Keywords: aldosterone, corticoidogenesis, adrenal cortex, cytochrome P450, cortisol,
l ¡[3,18 hydroxylase, suicide inhibitors, Iithium.
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Capítulo l Introducción

1.1 La glándula adrenal. Aspectos históricos

Las glándulas adrenales son órganos complejos y multifuncionales que fomian parte del

sistema endócrino, o sea que están relacionados con la secreción interna de hormonas. Las mismas

son liberadas al medio por células especificas, y son llevadas por el torrente sanguíneo para actuar

sobre una célula blanco alejada. La naturaleza esencial de estas glándulas es conocida desde la

segunda mitad del siglo XIX. Se sabia desde entonces que la atrofia de las mismas producía una

enfermedad severa y que la muerte ocurría si se las extirpaba completamente. La separación de

zonas en corteza y médula era conocida desde 1805 (l) y descripta por lluschke, E. en ¡845 quien

fiJe el primero en utilizar estos ténninos para la glándula adrenal (ZZ).Recién en 1846 Ecker, A. (3)

dio una descripción histológica más detallada de la glándula adrenal. No deberiamos olvidar que en

183l Arnold, F. (4) fue el primero que estudió la embriologia de la glándula pero creyó,

erróneamente, que las mismas derivaban de los cuerpos wolfianosr.

En 1855 Thomas Addison (5) notó las primeras evidencias concretas de la naturaleza vital

de las glándulas adrenales describiendo con precisión los síntomas de la insuficiencia adrenal y su

asociación con la destrucción de las mismas por diversas enfennedades infecciosas y con lesiones

neoplásicas.

En [856 Brown-Séquard, E. (6) demostró mediante la ex:irpación de dichas glándulas que

su presencia y funcionamiento eran vitales. Esto fue rápidamente nuesto en duda por Addison que

alegaba que los experimentos llevados a cabo por Brown-Séquard no estuvieron bien controlados y

como consecuencia de esto la muerte de los animales podria deberse tanto al shock y la sepsia,

como a la verdadera insuficiencia de las glándulas adrenales.

Durante la segunda mitad del siglo XIX se observaron pocos adelantos acerca de la

fisiología adrenal, no siendo así los avances respecto de las relaciones estructurales de los distintos

tejidos de la glándula y su desarrollo. La zonación de la corteza adrenal fue reconocida por

Harley, G. en l858 (7) y fue Arnold, J. en ¡866 (8) quien introdujo los términos glomemlosa,

fasciculata y reticularis. El origen independiente de la médula y su homología con elementos

gangliónicos fue descripto por Banour, FM. en 1878 (9) conjuntamente con Mitsukuri, K. en 1882
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(lO).

La glándula adrenal es una combinación de dos entidades funcionales diferentes. La zona

externa o corteza, que comprende entre el 80 y el 90% de la glándula, deriva del tejido

mesodénnico y es la responsable de la síntesis de las hormonas esteroideas. La zona interna o

médula, que comprende entre el lO y el 20% restante, deriva de células neuroectodéimicas de los

gánglíos simpáticos y es la fuente de las hormonas catecolamíniuis. La eatecolamina —adrenalina—

fije aislada y caracterizada recién en 1901.

Los esteroides ll-dehidroeorticosterona (compuesto A) y la cortisona (compuesto E)

fiJeron caracterizadas en 1936; cortieosterona (compuesto B) y cortisol (compuesto F) en 1937 y

ll-desoxicontisol (sustancia S) y ll-desoxicorticosterona (sustancia Q) en 1938. Por estudios

químicos resultaron que todos estos esteroides poseían 2| átomos de carbono y se los conoce

como Compuestos C-2l. Se supuso entonces que por su estiuctura todos deben’anser sintetizados

a partir del colesterol aunque la prueba directa no apareció hasta ¡95] con el trabajo de llechter, O.

(ll).

Para lines de la década del ’40 muchos grupos eomerzaron a reinvestigar la fracción

amorfa de los extractos cortieales con la esperanza de encontrar un nuevo corticoide. El premio se

lo llevaron Simpson, ER. y Tait, J.F. (12) quienes trabajando en el Hospital de Middlesex,

observaron que un nuevo componente no identificado hasta el momento aparecía en el extracto

adrenal comercial y que tenía un marcado efecto sobre el balarce electrolítico urinario en ratas

adrenalectomizadas (Tait, J.F. y Tait, S.A.S. l978 (13)). El éxito llegó junto con el auge de dos

nuevos métodos de laboratorio, la cromatografía en papel con sistemas tipo Bush (14) y un

bioensayo para mineralocorticoides. La “electrocortina” file aislada en l952 y denominada años

más tarde como aldosterona luego de que su estructura fuera determinada en un trabajo de equipo

entre el grupo de Middlesex y Reichstein, vonEuw, J., Schindler, 0., Wettstein, A. y Neher, R. en

Basel en 1954 (15). La primera vez que se pudo aislar aldosterona del hombre fue en 1954 y fue

.realizado por Luetscher, J.A. y Johnson, BB. (16). En ¡955 Conn, J.W. (17) determinó los

síntomas de su exceso patológico en asociación con cieflos tumores adrenocorticales. Cabe

destacar que la finne asociación entre síndromes clinicos específicos que resultan de excesos 0

deficiencias de cada tipo de hormona suprarrenal file lo que condujo a los científicos al estudio y

aislamiento de esas hormonas, como así también al conocimiento (le sus vías biosintétieas.



1.2 La corteza adrenal

Aspectos anatómicos

Ambas glándulas adrenales están ubicadas en el retropeiitoneo, justo por encima de cada

riñón y están rodeadas por una cápsula de tejido conectivo, y embebidas en tejido adiposo. La

cápsula de tejido conectivo penetra hasta las zonas más profundas de la glándula.

Como se ha expuesto anteriormente la glándula adrenal es una combinación de dos

entidades funcionales separadas, la zona externa o corteza que abarca cerca de un 80% de la

glándula, proviene del tejido mesodérmico y es la fijente de hormonas esteroidcas y, la zona interna

o médula que comprende entre el lO y 20% restante, deriva de células neurocctodénnicas de los

ganglios simpáticos y es la fuente (le hormonas catecolamínicas.

Tanto la corteza como la médula están altamente irrigadas; la sangre arterial proviene de

ramas de la aorta, arterias renales y arterias frénicas y posee uno de los flujos sanguíneos más altos

del cuerpo, por gramo (le tejido. La vena suprarrenal derecha drena en la vena cava inferior,

mientras que la izquierda drena directamente en la vena renal de ese mismo lado.

Aspectos histológicos

El aspecto histológico de la zona cortical de la glándula puede dividirsc en tres zonas

(Figura 1.1) (¡3).
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Figura 1.1: Representación esquemática de la cofleza adrenaJ.
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numerosas mitocondiias elongadas con crestas lamelares. La zona fasciculala media es la más

ancha y está formada por células columnares que forman largos cordones. Su citoplasma está

altamente vacuolado y contiene gotitas de grasa; las mitocondrias son de gran tamaño y poseen

numerosas crestas vesiculares dentro de sus membranas. La tercer zona, la reticularis, la más

interna de las tres, consta de redes de células interconectadas con menos gotas lipídicas y con

mitocondn'as similares a las de las células de la zona fasciculata.

Bajo ciertas condiciones fisiopatológicas los tamaños de las zonas glomerulosa y fasciculata

varían. Por ejemplo, bajo el estímulo de la hormona adrenocorticotrópica (ACTl-l) (19) el tamaño y

el número de las células en la zona l'asciculata y en la reticular aumentan y en glomerulosa bajan.

Las mitocondlias en estas células son más numerosas y grandes y aparecen ribosomas centrales,

crestas vesiculares y membranas polilamelares las cuales se extienden hasta unas vacuolas que

contienen colesterol. Además se observa aumento del reticulo endoplasmático. Si se realiza un

estudio con dieta baja en sodio los resultados son inversos, o sea las células de la zona glomerulosa

aumentan en número mientras que bajan las (le la zona fasciculata. La marcación de las zonas se

realiza mediante la utilización de anticuerpos especificos anticitocromos P450 (CYPl lBl y

CYPl lBZ) (trabajos de Yanagibashi, K. et al. (¡986) (20) y Ogishima, T. et al. (l992)(2l) ).

Las homlonas sintetizadas en la corteza suprarrenal derivan de un mismo núcleo esteroideo

(Figura l.2).

Figura 1.2: Núcleo de los corticoides adrenales, pregnanoesteroides. Numeración de

sus carbonos
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Algunas de las enzimas presentes en la corteza adrenal son capaces de hidroxilar las

posiciones 21, ll y 18 de los pregnmloesteroides. La zona glomerulosa produce corticosterona,

lB-hidroxiconicosterona y aldosterona. La zona fasciculata reticular en cambio, no produce

aldosterona, pero si produce corticosterona y l8-hidroxiconicosterona y, en las especies que

corresponde (humano, bovino, porcino), produce cortisol. Este último esteroide se diferencia de

corticosterona en la aparición de un hidroxilo en la posición 17a (enzima 17a -hidroxi|asa, CYT

P45011a).La adrenal de rata no posee la enzima encargada de hidroxilar esta posición (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Estructuras químicas de algunos esteroides adrenalcs.
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Es así como surge la evidencia de que algún esteroide puede ser formado en todas las zonas

pero sólo actúa como precursor en una de ellas y como hormona en otra. Es decir, puede decirse

que la razón de ser de la zona glornemlosa sería la de suministrar el mineralocorticoide más potente

(aldosterona) mientras que la formación en ella de progesterona y corticosterona cumplin'a un rol

precursor. El rol de las zonas fasciculata y reticular, en cambio, es producir grandes cantidades de

corticosterona utilizada por el organismo como hormona.

El colesterol es el precursor para todas las hormonas esteroides adrenocor'tiatles. Este

esteroide circula en sangre unido a lipoproteínas que se denominan por su densidad; i.e. LDL,

lipoproteínas de baja densidad; I'lDL, lipoproteínas de alta densidad; lDL, lipoproteínas de densidad

intermedia; VLDL, lipoproteínas de muy baja densidad. Las células de la corteza adrenal expresan

receptores a una lipoproteína, dependiendo de la especie será la lipoproteína que se una. Así por

ejemplo, en rata los receptores son específicos para LDL mientras que en humanos, los receptores

unen HDL. Al fijarse las lipoproteínas a sus receptores específicos son luego transferidas dentro de

la célula por un mecanismo de endocitosis y el colesterol ez; principalmente esterificado y

almacenado en vacuolas citoplasmáticas. Otra fuente de colesterol es la síntesis en las células

adrenales a partir de acetil CoA. Sin embargo la fuente de colesterol principal es la obtenida a

partir del colesterol libre presente en el plasma sanguíneo, el cual proviene de la dicta. El obtenido

por síntesis “de novo” es el componente minoritario en el “pool” a utilizar para la síntesis de

esteroides.

La síntesis de glucocorticoides —cortisoly corticosterona- tiene lugar principalmente en la

zona fasciculata y en menor medida en la zona reticular. Estas hormonas son indispensables para la

vida en virtud de sus efectos sobre el metabolismo de los hidratos (le carbono y de las proteínas.

Además, en la glándula adrenal, se sintetizan también hormonas esteroideas sexuales. Los

andrógenos y estrógenos son sintetizados principalmente en la zona reticular como asi también en

la zona fasciculata; su importancia se debe a que son las hormonas encargadas de establecer y

mantener los caracteres sexuales secundarios.

Por último la síntesis y secreción de aldosterona, principal rnineralocorticoide en todos los

mamíferos estudiados, son llevadas a cabo exclusivamente por la zona glomerulosa, y es de

importancia vital ya que es la encargada de mantener el balance de sodio y potasio y así su ausencia

produce la muerte (Figura I .4) (22).
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Figura 1.4: Distribución zonal de la síntesis de esteroides en la glándula adrenal

Por estudios sobre la relación entre estructura y fiJnción pudieron establecerse las

necesidades estructurales de los esteroides para cumplir las funciones glucocorticoidea y

mineralocorticoidea. Los glucocorticoides potentes requieren una cetona en la posición C-3 y de

grupos oxhidrilos en posiciones C-l l y C-Zl lo que resulta en la no-coplanaridad de los carbonos

de los anillos B, C y D. Los mineralocorticoides potentes necesitan un carbono oxigenado en la

posición C-l8 y una tendencia a la coplanaridad de los carbonos de los anillos C y D. Los

andrógenos potentes carecen de cadena lateral C20—21y poseen un carbono oxigenado en posición
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C-l7. Los estrógenos se caracterizan por la aromatización del anilla A. Un resumen de los trabajos

preliminares llevados a cabo sobre los grupos sustituyentes fue realizado por Hayano, M. et al. en

1956 (23).

1.3 Generalidades de las reacciones de biosíntesis de esteroides

adrenales.

Aldosterona es el mineralocorticoide primario en todos los mamíferos estudiados. Tal

uniformidad no ocurre con los glucocorticoides. En efecto, mientras el cortisol es el

glucocorticoide primario en la vaca, el cerdo y el ser humano; la rata y el ratón tienen para la misma

fimción, a la corticosterona, ya que no pueden sintetizar cortisol (ver más adelante).

La función principal de la aldosterona es mantener el volumen del liquido extracelular

mediante la conservación del sodio corporal. Por lo tanto, la aldosterona es secretada

principalmente como respuesta a señales originadas en el riñón cuando existe una reducción en el

volumen de líquido circulante. Si en la dieta existe una disminución de sodio, por ejemplo, la caida

consecuente en el liquido extracelular y en el volumen del plasma ocasiona una disminución del

flujo sanguíneo arterial renal y en la presión arterial (24).

Los conocimientos acumulados por las investigaciones llevadas a cabo sobre el tema

permiten hoy establecer que la enzimologia de la biosíntesis de aldosterona en la glándula adrenal

humana se parece mucho más a la de la rata y el ratón que a la (le la vaca y el cerdo.

l-lay tres tipos de reacciones enzimáticas que median las tnmsformaciones entre colesterol y

aldosterona, dos de naturaleza oxidativa (hidroxilaciones y deshidr-Dgenaciones)y una de naturaleza

reductiva.

Los avances a través del camino metabólico en general se consiguen por hidroxilaciones

(25). Estas oxidaciones se caracterizan por ser irreversibles, por dar lugar a esteroides con

capacidad hormonal y precursora (corticosterona, progesterona) asi como hormonal pura

(aldosterona, cortisol); por necesitar oxigeno molecular; y por usar nucleótidos reducidos

(NADPH) que se oxidan junto al esteroide.

La irreversibilidad se logra a través de una cadena oxiciativa cuyo último eslabón es el

citocromo P450, único eslabón de la cadena que puede aprovechar el oxígeno molecular (Figura

1.5).
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Figura 1.5: Esquema de la cadena hidroxilante del citocromo P450. E: esteroide a hidroxilar; E-OH:

esteroide hidroxilado.



A. NADI’II+ n‘ + 02 + E E cn —> NADr“ —-Ile + E EC- ou

B. NADI” + E = CIIOl-l <_I NADI’II -I-ll" + E=C:0

Figura 1.6: Esquema general para las reacciones de hidroxilación irreversible (A) y

deshidrogenación reversible (B).

E E CH, núcleo esteroide y su carbono a hidroxilar.

E = CHOH, núcleo esteroide y su carbono a deshidrogerar.

El segundo tipo de oxidación es la deshidrogenación, reacción NADP’ dependiente que,

dado el carácter oxidante del co-factor, puede realizarse eu medio exento de 02 (anaeróbico). Son

ejemplos tipicos la reacción de eortisol a cortisona; de corticosterona a ll-dehidrocorticosterona

(Compuesto A); de testosterona a A-4-androstenediona; de estradiol a estrona. La reacción

general, se halla representada en la Figura l.6. Estas reacciones pu eden ser reversïbles.

En la Figura 1.7 se muestra la secuencia de reacciones más aceptada como la principal para

la biosíntesis de aldosterona en la zona glomerulosa adrenal. En ella se muestran todos los pasos
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catalizados por enzimas de la familia de los citocromos P450, es decir las consistentes en

hidroxilaciones.

La parte que ha resultado más conflictiva para dilucidar fue la correspondiente a las etapas

finales de transfomiación mitocondrial de l l-desoxicorticosterona en aldosterona (paso tardío).

Una parte de la dificultad provino de la existencia de caminos alternativos,

complementarios al pn'ncipal mostrado en la misma Figura l.7.

1.4 Química de los esteroides lS-hidroxilados

Los esteroides que poseen un grupo oxhidrilo en la posición C-18 tienen la capacidad

de reaccionar con grupos carbonilos cercanos, siempre y cuando no exista impedimento

estérico que impida esta reacción. Entre los esteroides capaces de tener este tipo de

comportamiento se encuentran la l8-hidroxi-l l-desoxicorticosterona y l8­

hidroxicorticosterona. Estas moléculas no se encuentran en general en su forma abierta, sino

que el grupo oxhidrilo del C-18 reacciona con el grupo carbonilo de la posición C-ZO

formando de esta manera un hemiacetal, que da origen a una estructura cíclica de mayor

estabilidad. Debido a esta estabilidad es que el equilibrio entre las formas cerradas y abiertas se

encuentra desplazado hacia la forma cíclica. En esta nueva conformación el puente

hemiacetálico está mas expuesto que el oxhidrilo que le dio origen, de manera de hacer que la

forma cíclica sea más reactiva y algo más polar.

Dominguez, O.V. (¡85) y Kondo, E. et al. (26) fueron los primeros cn evidenciar la

presencia de estas formas en medio ácido, quienes postularon además la presencia de un

dímero. Kirk, D.N. (27) además propuso la formación de anhidridos en medio ácido.

Damasco, M.C. y Lantos, C.P. (28) demostraron la precursoriedad de una forma poco

polar de l8-hidroxicorticosterona en solución metanólica. Luego Aragonés, A. et al. (29)

estudiaron Ia existencia de diversas formas poco polares.

De todos los esteroides l8-hidroxilados tal vez el más estudiado fue la 18­

hidroxicorticosterona. Las soluciones de l8-hidroxicorticosterona en diferentes solventes

orgánicos tales como acetona, benceno, cloroformo produce formas menos polares cuya
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estructura no es conocida (30). Se postula que la formación de estos compuestos puede

deberse a la acidez de las soluciones, a la posibilidad de la formación de puentes de hidrógeno

o a la posibilidad de formación de radicales libres.

La l8-l1idroxicorticosterona obtenida a partir de corticosterona por biosíntesis

microbiológica proviene de una forma dimérica (26) sugiriéndose que dicho dímero estaba

formado por dos monómeros unidos por sus grupos funcionales en C-ZOy C-2]. También esta

dimerización fue postulada por Damasco MC y Lantos CP (28) quienes usaron una columna

de Sephadex LH-ZO, luego (le mantener al esteroide en solución.

En cuanto a lB-hidroxi-l l-desoxicorticosterona, Genarcl, P. et al (3|) describieron la

formación de un dímero de este compuesto en solución metanólica como así también en

dimetilsulfóxido.

1.5 Citocromos P450

1.5.1 En General

Hasta ahora hemos hablado de los citocromos P450 pero, qué es un citocromo, a qué se

debe su nombre7. Los citocromos constituyen una familia de oxigenasas que usan el oxígeno

molecular para producir la oxidación (le diversos sustratos los cuales son en gran medida lipofilicos.

Pertenecen al grupo de moléculas capaces de insertar uno de los; dos átomos de la molécula de

oxigeno en el sustrato, por lo cual muchos los han llamado monooxigenasas, y el nombre

citocromo se refiere a que pertenecen al grupo (le las liemo proteinas (32). En ¡958, Garfinkel, D.

and Klingenberg, M. separadamente (33;34), descubrieron la presencia (le una absorbancia máxima

a 450nm cuando trataban microsomas de hígado con monóxido de carbono. Estos descubrimientos
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fueron posibles gracias al método espectrofotométn'co desarrollado por Chance, B. en 1957 (35) el

cual permitía el estudio de muestras turbias por diferencia, esto es, se resta la absorbancia de la

muestra sin tratar a aquella absorbancia producida al burbujear en la solución monóxido de

carbono. El compuesto responsable de este pico —l1astael momento desconocido- fue llamado

pigmento 450, ó P450. En 1957 Ryan, K.J. y Engel, LL. (36) descubrieron que la 21-esteroide

hidroxilación producida en los microsomas de las glándulas adrenales era inlribida por tratamiento

con monóxido de carbono. Seis años más tarde Estabrook, R.W. et al. (37) infomiaron que esta

inhibición podia revertirse en presencia de luz dando un pico máKimo a 450nm. Este espectro de

acción fotoquímica (lio una prueba de la necesidad del citocromo P450 en la hidroxilación de

esteroides para la síntesis de corticosteroides (38,39). Dos años más tarde, en 1965, Cooper, D.Y.

et al. (40) encontraron que el P450 se hallaba involucrado en la hidroxilación de drogas por

microsomas hepáticos. Estas observaciones establecieron que el P450 es un componente en los

sistemas enzimáticos responsable de la hidroxilación de sustratos lipofilicos y además se encuentra

involucrado en reacciones en donde el nuevo compuesto hidroxilado resulta con características más

hidrofilicas que originalmente, de manera tal de facilitar su filtración en el riñón evitando así una

entrada no específica en las células.

Los citocromos P450 son apoproteínas de 30.000-60.000 Da de peso molecular con un

grupo prostético. El hemo está unido a la proteína por un gmpo de fuerzas no covalentes que

pueden ser removidas por extracción con solvente. La naturaleza de la asociación del grupo hemo

con la proteína es importante ya que es responsable de algunas de las caracteristicas distintivas de

los P4505 y se cree que son las mismas para todos los citocromos estudiados.

Los citocromos esteroidogénicos pertenecen a dos grandes grupos, citocromos

mitocondriales y citocromos microsomales. Los mitocondriales están asociados a la membrana

interna de la rnitocondria, y si se los solubilim mediante el agregado de detergentes y se extrae el

detergente en cuestión, son solubles en buffer. Estos citocronros necesitan que la transferencia

electrónica sea vía adrenodoxina y adrenodoxina reductasa. Estas enzimas están relacionadas con

defectos genéticos severos en la biosíntesis de colesterol. Los rnicrosomales, por otro lado, son

dificiles de separar de la membrana microsomal y son insolubles en agua. Se agrupan en esta

clasificación los citocromos relacionados con la actividad l7o;-hi(lroxilasa y actividad de 2|­

hidroxilasa (4|). Este tipo de comportamiento hidrofóbico sugiere que el sitio activo de la enzima,

el cual puede incluir el grupo hemo al que se une el oxígeno corno sustrato, toma la forma de un
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“bolsillo” hidrofóbico, por lo tanto no debe sorprender que la mayoría de los sustratos utilizados

por estas enzimas sean de características lridrofóbicas.

Además debiéramos aclarar que los citocromos esteroidoge’nicos pertenecen a uno de los

diez grandes grupos en que se divide la superl‘amiliade citocromos P450 (4|;42). Si uno compara

entre los distintos integrantes de esta gran superfamilia, se puede decir que, Primero: la secuencia

de aminoácidos posee una homología s a 36% de una familia respecto de las otras nueve. Aquellos

citocromos considerados dentro de una misma familia poseen un porcentaje 268% de similitud con

los otros integrantes de la misma familia. Segundo: como el sistema enzimático se encuentra

presente en todos los eucariontes y en algunos procariontes la superfamilia puede ser considerada

muy antigua y probablemente con una existencia de aproximadamente unos ¡.5 billones de años.

Tercero: debido a la alta conservación se podn'a decir que esta superfamilia de citocromos es un

ejemplo de una evolución divergente (42).
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1.5.2 En particular

En el caso de las hormonas esteroideas vemos que si comparamos la estructura del

colesterol -a panir del cual se sintetizan los diferentes tipos de hormonas esteroideas- con las

hormonas sintetizadas, se observa en pn'mera instancia, que existe una ruptura de la cadena lateral,

que difieren entre si en los anillos A y B (un cambio de posición de la doble ligadura A5 a A4)

(Figura 1.8) (este último cambio no está relacionado con un citocromo P450) y existen cambios

posteriores involucrados con introducciones de gmpos oxhidrilos adicionales.

La síntesis de pregnenolona -la precursora para todas las hormonas esteroideas en los

vertebrados- requiere NADPH y 02 (43) indicando que la enzima involucrada posee una función

mixta de oxidasa (hidroxilasa) la cual fiJe descripta por Mason, HS. en ¡957 (44). Al citocromo

involucrado en este paso se lo conoce como citocromo que escinde la cadena lateral del colesterol,

Citocromo P4505cc (scc, “side chain cleavage”).

La conversión de pregnenolona a progesterona involucra dos enzimas: una 3B­

hidroxiesteroide deshidrogenasa y una isomerasa (45,46) La deshidrogenasa utiliza

preferencialmente NAD. como aceptor de hidrógeno, también puede funcionar con NADP‘

trabajando a velocidades mucho más lentas (47;48). El producto (¿eesta reacción es la pregnen 5­

ene-3,20 diona. La isomerasa que actúa posteriormente no parece requerir de ninguna coenzima

(46).

De los pasos que siguen, es importante señalar que no existen evidencias en cuanto a que

los grupos hidroxilos puedan ser removidos en la glándula adrenal. Así es como 17­

hidroxipregnenolona es precursor de ll-desoxicortisol y cortisol pero no de ll­

desoxicorticosterona (DOC), conicosterona (B) o aldosterona. El precursor de estos tres últimos

compuestos en todas las especies es progesterona, la cual es convertida a l l-desoxicorticosterona.

Por lo tanto, las hidroxilaciones vía citocromos P450 son escenciahnente irreversibles (recordar que

las deshidrogenaciones son reversibles).
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Tomemos como ejemplo al cortisol, veamos qué cambios ha tenido. Además de cambios en

los anillos, ha sufrido la pérdida de parte de la cadena lateral del colesterol ((722-C27) y además ha

adquirido tres gmpos oxhidnlos (l ¡[3, 17a y 21-). Estos cuatro carnbios en la ¡molécularequieren

cuatro citocromos P450 (Shikita, M. y Hall, P.F., ¡973 (49); Omura, T. et al. 1966 (50); Nakajin,

S. et al, ¡984 (5]); Estabrook, R.W. et al. l963 (37)). Por orro lado, cl mineralocorticoide

aldosterona, no presenta la hidroxilación en 17a, y muestra un grupo aldchído cn cl CIB en lugar

del grupo metilo de colesterol y esto involucra un nuevo citocromo P450. Se podria resumir

entonces que los cambios necesarios a producirse en la estructura del colesterol para la conversión

en corticosteroides, andrógenos y estrógenos en el siguiente cuadro (Tabla l.l):

»_=Áctlvld’ad” C; ó anillo del esteroide

._ involucrado

_ 22,20,1701,21,11p,18(1)
" ¿léfidiñfiéñábïóñ ¿.Í 3B

rupturach i 20,22("‘)y17,20(**)(2)anilloA(3)
¡sáméñiációa " " "

Tabla 1.]: Cambios necesarios requeridos para la conversión de colesterol en cortioosteroides,

andrógenos y estrógenos. "Requieren citocromos P450 específicos. (*) necesario para pasar de

colesterol a C2] esteroides y (“) necesario para obtener andrógenos. (l) (36-38;52-57); (2)

(49;58;59); (3) (60;6l).

Debiera aclararse aqui que la (leshidrogenación requiere una típica deshidrogenasa, (la

oxidación en Cra hace uso de una enzima diferente) y la isomerización de A5 a A4 requiere una

isomerasa, todas enzimas diferentes de P450.

Veamos a continuación qué es lo que ocurre con la aldostcrona.
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1.6 Los últimos pasos de la biosíntesis de aldosterona

El pasaje de ll-desoxicorticosterona a corticosterona fue siempre aceptado como una

hidroxilación en la posición Cl l mediada por el citocromo P450l ¡B hidroxilasa. Esta enzima se

encuentra en la membrana interna mitocondrial (62;63) y es claramente distinta de la enzima

encargada de la ruptura de la cadena lateral (Yago, N. et al. 1970 (64)). La enzima es muy inestable

(Watanuki, M. et al 1977 (52)). Estudios con células de glándulas adrenales sugieren que la

inestabilidad puede deberse a la peroxidación lipídica (Hornsby, PJ. 1980 (65)). Es de hacer notar

que el citocromo P450 encargado de la ruptura de la cadena lateral del colesterol es altamente

estable respecto del P450] IB. Esta enzima fue primero purificada de glándulas adrenales de vaca.

En vista de estos estudios Bjorkhem, I. y Kalmar, KE. en ¡977 (66) publican que bajo una

variedad de condiciones distintas, patológicas y fisiológicas, las actividades de l l y 18 hidoxilación

varían en forma conjunta; estos investigadores sugirieron que una sola enzima podría ser la

responsable de las dos actividades. Desde ya la enzima pura podn’a catalizar ambas hidroxilaciones

usando como sustrato ll-desoxicorticosterona (DOC) (67). Er 1985 Momoi, K. et al. (68)

estudiaron la actividad del citocromo P450 involucrado en estas hidroxilaciones con'oborando que

trabajando con adrenales de porcinos, cobayos, bovinos y ratas la actividad de l lB-liidroxilación y

de l8-hidroxilación sobre DOC es máxima en rata, mientras que la actividad dc l lB-hidroxilación

sobre 18-hidroxi-l ldesoxicorticosterona (lBOllDOC) es mínima en la misma especie. Esto

indicaría que la actividad enzimática para estos sustratos variaría según la especie estudiada. No

pasaba lo mismo con la l8-hidroxilación de corticosterona (Watanuki, M. et al. 1978 (69)). El

significado funcional de la hidroxilación de DOC hasta ese entonces no quedaba claro, pero dos

posibilidades podrían ser consideradas: una postula que la enzima provendría de la zona fasciculata

y no estaría relacionada con la síntesis de aldosterona, y la segunda posibilidad se basa en que la

enzima hubiese cambiado durante su aislamiento. La primera de las posibilidades dan’a como

consecuencia que una segunda enzima sería la responsable de la hidroxilación de corticosterona en

glomerulosa. Ya se había señalado para este entonces que la síntesis principal de aldosterona se

producin’a vía corticosterona y no vía lS-hidroxi-l l-desoxicorticosterona (camino alternativo)

(Figura l.7) (Ayers, J. et al. l960 (70), Sheppard, H. et al. 1963 (7l)). Sin embargo no existirían

dudas de la presencia de l8-OHDOC en fasciculata, parte de la cual seria secretada (Fraser, R. y

Lantos, CP. 1973 (72)).
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Por otro lado, para las dos últimas etapas (conversión de corticosterona en aldosterona,

Figura 1.9) se postularon 2 enzimas primeramente asignadas a reacciones de lB-hidroxilación

(pasaje de corticosterona a l8-liidroxicorticosterona) y l8-deshidrogenación (pasaje de 18­

hidroxicorticosterona a aldosterona (72)).

Estas asignaciones parecían obvias al ver las estructuras químicas de los esteroides

involucrados. En efecto, la incorporación de un hidroxilo en la posición C I8 de corticosterona dan'a

como resultado l8-hidroxicorticosterona y una posterior deshidrogenación de este último esteroide

en la misma posición dan'a lugar a aldosterona (pasaje de alcohol a aldehído en C18).

Sin eml‘argo, mientras que la lS-hidroxilación de corticosterona se mantuvo en el tiempo,

las dudas surgieron con respecto a la l8-deshidrogenación dado que, el pasaje de |8­

hidroxicorticosterona a aldosterona requería NADPH más que NADP', aerobiosis más que

anaerobiosis y era inhibido por metirapona un conocido inhibidor de citocromos P450

esteroidogénicos usado también farmacológicamente para casos de hiperaldosteronismo (72). Fue

así como por razones estructurales se pensó que una deshidrogenasa era la responsable de la

conversión de l8-OHB a ALDO mientras que, por los requerimientos de la reacción, otros

investigadores se inclinaban más por una segunda hidroxilación .

18,18-Di0H-B
o

18-DAL

DOC > B = 18-0H-B —> ALDO

18-OH-DOC > 11-DAL

Figura 1.9: Pasos altemativos para la producción de aldosterona a partir de ll­

desoxicorticosterona (73). * Pasos comprobados y consistentes en hidroxilaciones

catalizadas por Citocromos P450. El resto de los pasos aún no ha sido universalmente

aceptado. 18-DAL a ALDO, ll-DAL a ALDO y l8-OHDOC a ll-DAL serian también

hidroxilaciones.



INTRODUCCION 23

De acuerdo a evidencias más recientes (74) (75) la enzima involucrada en el último paso de

la biosíntesis posee una función de oxidasa mixta más que de (leshidrogenasa. Por lo tanto la

conversión de l8-hidroxicorticosterona (lB-OHB) a aldosterona (ALDO) más que una

deshidrogenación directa podn’a consistir en una segunda hidroxilación, lo cual conduciría a la

formación de un intermediario inestable que se desoompondn'a espontáneamente en aldosterona y

agua.

Ante estas evidencias, Ülick, S. (76) propuso usar los más ambiguos términos

metiloxidación l y metiloxidación ll en reemplazo de los hasta ahí usados para las l8­

hidroxilaciones de corticosterona a iS-hidroxicorticosterona y de l8-hidroxicoflicosterona a

aldosterona, respectivamente. El mecanismo propuesto se muestra en la figura 1.10.
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Figura l.l0: Mecanismo propuesto para la biosintesisde aldosterona
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Posterionnente, quedó bien establecido que todas las reacciones desde ll­

desoxiconicosterona hasta aldosterona consisten en hidroxilaciones catalizadas por citocromos

P450 (78-8 l).

El pasaje de l8-hidroxicorticosterona a aldosterona se propone explicar por medio de una

segunda hidroxilación en la posición Cl8 dando lugar a l8,l8-d¡hidroxicorticosterona el cual se

deshidrataría para dar aldosterona. Sin embargo, este último esteroide no ha sido aún aislado

(Figura l.9).

Otra hipótesis (82) propone una secuencia inversa, esto es primero una deshidratación de

lB-hidroxicorticosterona para dar ll,l8-epoxicorticosterona (lS-dcsoxialdosterona, 18-DAL)

seguida de una C18 hidroxilación para dar aldosterona. l l,l8-epoxiconicosterona ha sido aislada

de medios de incubación de cuartos de adrenales de rata (82) (Figura l. I I).

C'HIOH
H0 co ¡o
CH ' H o x ‘l ,

(/\ / \ï// ""”’’ [4/.-'\\J/l'/\\‘o,//‘\\/ 0/“\\¿á'‘\\/,/’

18-OH-CORÏICOSTERONA 18-DAL

(18-DESOXIALDOSTERONA)

(11-10 EPOXIALDOSTERONA)

Figura l.l l: Sintesis de lS-DAL a partir de lB-Ol-lB.

Estas dos hipótesis y otras que seguramente surgirán, intentan explicar cómo 18­

hidroxicorticosterona pasa a aldosterona por medio de una hidroxilación y no por una

deshidrogenación, como se había propuesto inicialmente.
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1.7 Aislamiento de los citocromos P450 mitocondriales

En la Figura 1.9 se ve que, altemativamente al paso principal recién discutido, I l­

desoxicorticosterona puede también convertirse en aldosterona comenzando por hidroxilarse en la

posición C18. Esta hidroxilación y las siguientes necesarias para llegar al mineralocorticoide

principal también serían catalizadas por citocromos P450.

De acuerdo a una abrumadora cantidad de evidencia experimental acumulada durante los

años '70 (para una revisión ver (83)) surgió el hecho dc que una sola enzima es la responsable de la

l lB-hidroxilación y la l8-hidroxilación de l l-desoxicoflicosterona en mitocondria adrenal de rata y

de vaca. A partir de aquí ha surgido el término citocromo P450 l 18/ l8-hidroxilasa para referirse a

dicho citocromo.

Esta enzima es la encargada de la catálisis de los últimos pasos en la biosíntesis de

aldosterona. La l ¡[3/18 hidroxilasa se encuentra en la membrana interna mitocondrial y como

se ha dicho anteriormente es claramente distinta de la enzima encargada de Ia ruptura de la

cadena lateral C27.Esta enzima es un típico citocromo P450, y como cualquier otro citocromo

de mitocondria adrenal requiere una fiavoproteína y una proteina hierro sulfurada como

transportador de electrones. Se vio que esta enzima es muy inestable (Watanuki, M. et al 1978

(69)) y los estudios llevados a cabo con células adrenales sugieren que esta inestabilidad puede

deberse a la peroxidación lipídica (llornshy, P.J., 1980 (65)). [Esde hacer notar que la enzima

encargada de la escisión de la cadena lateral del colesterol es relativamente estable respecto de

esta hidroxilasa.

La enzima fue purificada a partir de adrenal de vaca. Bjc-kman, l. y Kalman, KE, 1977

(67) demostraron que bajo diferentes condiciones tanto fisiológicas como patológicas las dos

actividades enzimáticas (la l IB y ¡8 hidroxilación) variaban en forma conjunta. Fue entonces

cuando sugirieron que una sola enzima podía ser la responsable para la catálisis de las dos

reacciones. Sin embargo la enzima purificada no catalizaba ambas reacciones a partir de l l­

desoxicorticosterona. La enzima tampoco catalizaba la lB-hidroxilación de corticosterona

(Watanuki, M. et al. 1978 (69)). La evidencia de que se trate de una sola enzima está

relacionada con el hecho que a partir de extractos purificados se obtiene un sólo grupo amino

terminal (51), la reacción cruzada con anticuerpos y la inhibición de ambas reacciones por una

variedad de sustancias, incluyendo anticuerpos anti-enzima. Además la enzima purificada
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contiene un sólo grupo hemo por molécula peptídica. Así es como se parte de la suposición de

que se trata de una sola enzima y es como si se utilizase el mismo sitio activo para ambas

reacciones, pero esto no fue demostrado por experimentos directos.

Por otro lado la zona fasciculata cOntiene gran cantidad de lS-OHDOC parte de la cual

es secretada (Fraser, R. y Lantos, CP. 1978 (72)). No se conoce el significado fisiológico de

esta secreción aunque se sabe que es un mineralocorticoide debil. Pero la enzima aislada por

Walanuki et al. en 1977 catalizaba ambas reacciones a partir de DOC en zona fasciculata.

También podría suponerse que exista cierto tipo de regulación que haga que cuando la enzima

se encuentra aislada de la mitocondria su especificidad cambie. La situación se complicó aun

más cuando se descubrió que esta enzima aislada de adrenal bovino también podía hidroxilar al

C19 (Momoi, K. et al. 1983 (68)).

A fines de la década del '70 y principios de la del '80, van'os grupos de investigadores

reportaron que bajo ciertos tratamientos hormonales lograban estimular la conversión de

corticosterona a aldosterona sin afectar la de l l-desoxicorticosterona a corticosterona, y viceversa.

Estos resultados llevaron a que en 1983, l-lornsby, PJ. y Crivello, J.F. (84) propusiesen una

enzima citocromo P450cmo (corticosterona metiloxidasa) que convertiría corticosterona en

aldosterona y que sen’adiferente al citocromo l lB/ l 8-hidroxilasa.

Las teon'as acerca de una enzima específica para la producción de aldosterona fiJeron

aparentemente invalidadas ante la observación de que preparaciones purifrcadas y rcconstituidas de

citocromo P4501113bovino o porcino, extraídos de células de zona glomerulosa y fasciculata, eran

capaces de catalizar Ia conversión de los dos pasos de corticosterona a aldosterona (85). Durante la

purificación de esta enzima, se encontró que no existía actividad de producción de aldosterona en

fracciones mitocondn'ales que no contenían actividad de llB-l‘idroxilasa y concluyeron que el

citocromo P4501”:era la única enzima capaz de sintetizar aldosterona en estas glándulas (85).

En 1986 Lombardo, A. et al. (86) usaron citocromo PLSOHnpurificado y lo integraron

a liposomas artificiales, pudiendo demostrar así que este citocromo estaría inserto en la

membrana liposomal por medio de un dominio polipeptídieo, el cuál contendría el sitio

catalítico de la enzima. Por otro lado, la fosforilación por una kinasa dependiente de

AMPcíclico (PKA) tiene lugar sobre un residuo de serina de un dominio que permanece

accesible desde fuera de las vesículas lipídicas (86).

En el mis'mo año llamamoto, l. et al. (87) publican una distribución zonal de los
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citocromos P450 (P4505cc, P450115,P450<r2|y bS) aislados de adrenales bovinas, utilizando

determinaciones basadas en técnicas de “Western Blot" con antisueros (a partir de conejos y

pollo) contra estos citocromos. Encontraron que las cantidades de citocromo P450 reductasa

(dependiente de NADPI-l) y de citocromo BS por miligramo (le proteínas eran mayores en la

zona glomerulosa que en otras zonas; mientras que las otras enzimas estudiadas (P450500,

P450(l l)beta, P450s21) poseían niveles mayores en la zona fasciculata

En 1987 Lauber, M. et al. (88) dan la evidencia de dos formas diferentes del citocromo

P4501"; en glándulas adrenales de rata. Si trabajaban con glándulas de ratas a las cuales se las

habia privado de sodio y a la vez, si se había enriquecido la dieta en potasio, lograban

estimular la producción de l8-hidroxicorticosterona y aldosterona a partir de corticosterona

(89-92). De esta forma incrementaban la actividad de biosintesis en zona glomerulosa. Usando

un anticuerpo monoclonal (Mab 258 (93)) anticitocromo P450-m se encontró que reaccionaba

en forma cruzada con una fracción proteínica mitocondrial a partir de material aislado de

humanos, cerdos, conejos, cobayos y ratas. Estas bandas aparecieron entre 5l y 49 KDa.

Hasta ese momento las hipótesis que se manejaban, eran las que se encuentran

representadas en Ia Figura I. |2

Dos años más tarde se publica (94) la purificación y caracterización de dos formas

distintas de citocromo P4501m. La Forma de 51 KDa fue aislada de zona l'asciculata y la de

49Kda de zona glomerulosa mitocondrial siempre usando ratas a las cuales se les suministró

una dieta alta en potasio y baja en sodio. Se observó que bajo este tratamiento la desaparición

de la banda de SlKDa coincide con la aparición de la banda de 49KDa. Estos resultados

sugerirían un mecanismo de procesamiento postranslacional convirtiendo a la proteina de

SlKDa en una forma más pequeña de 49KDa. De todas formas, no se descartaba que la

proteina de 49 KDa podría ser codificada por un gen diferente, regulado separadamente

dependiendo de las condiciones fisiológicas
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UNA ENZIMA DOS ENZIMAS UNA ENZIMA

DOS FORMAS

DOC DOC DOC

B B B

18-0HB l8-OHB l8-OHB

ALDO ALDO ALDO

-> P450 “MMO ->P45011r3 51K -—> P450118/CMO51K

""5 P450CMO49K -> P45011NCMO49K

Figura 1.12: Tres hipótesis diferentes acerca de la enzima involucrada en el camino
biosintético desde ll—desoxicorticosterona(DOC) hasta aldosterona (ALDO) (88).

Hoy se sabe que existen en la corteza adrenal bovina dos isoenzimas, citocromos P450

diferentes codificados por dos genes diferentes que han sido clonados, secuenciados sus cDNAs y

purificadas las proteínas correspondientes de pesos moleculares 49.500 y 48.500. En un sistema

enzimático reconstituido, ambas proteínas convierten deoxicorticosterona en corticosterona,’ 18­

hidroxi-l l-desoxicorticosterona, 18-hidroxicorticosterona y aldosterona. Dado que se encontraron

cantidades semejantes de ambas isoenzimas en todas las zonas de la corteza adrenal y ambas poseen

actividades catalíticas similares "in vitro", la especificidad de la zona glomerulosa para la

producción de aldosterona en glándula adrenal bovina puede ser explicada ya sea por diferentes

actividades cataliticas "in vivo" o por la distribución zonal de las dos formas de dicho citocromo.

En la zona fasciculata, la supresión selectiva de la actividad biosintética de aldosterona inherente a



INTRODUCCION 22

ambas formas de la enzima podría ser debida a factores locales todavía desconocidos. Entre éstos,

los más firmes candidatos parecen ser el ambiente lipídico y la concentración de agentes

antioxidantes naturales. También en el terreno de las hipótesis, otros factores mitocondriales

desconocidos podn'an adaptar la actividad biosintética para aldosterona de las dos enzimas en la

zona glomerulosa al sodio corporal y a la cantidad de potasio.

La situación es completamente diferente en la glándula adrenal de rata. A diferencia de lo

que ocurre en la vaca, ni extractos mitocondriales solubilizados y reconstituidos ni preparaciones de

citocromos P450l ll} purificados, ambos de zona fasciculata, convierten l l-desoxicorticosterona en

lB-hidroxicorticosterona y aldosterona. La biosintesis de aldosterona está restringida a

preparaciones de mitocondrias de zona glomerulosa y es debida a a presencia de un segundo tipo

de citocromo P450 que tiene actividad catalítica para metiloxidaciones de tipo l y 2. Este

citocromo se denomina citocromo P450-aldosterona sintasa (Cit P450-aldo). Los citocromo

P450nn y P450-aldo de zona glomerulosa de adrenal de rata poseen alta homología (83%) en su

secuencia de aminoácidos pero también diferencias suficientes que demostrarian que las dos

proteínas están codificadas por dos genes diferentes.

Los pesos moleculares de los dos tipos de citocromos P450 (de aquel que no produce

aldosterona y del que la produce) de adrenal de rata resultaron ser de 54.608 y 54.273,

respectivamente.

Estudios más rigurosos han demostrado que el citocromo l’450-aldo también tiene

actividad de citocromo P450 nn pero mucha menor que el citocromo P450m; propiamente dicho.

Esto ha dado lugar a que ambos citocromos se denominen isoenzimas CYP] lBl y CYI’l [BZ de la

familia de citocromos P450113. La existencia de estos (los citocromos P450im con diferentes

actividades catalíticas explica completamente la especificidad de la zona glomerulosa para la

secreción de aldosterona en la glándula adrenal de rata.

La expresión del gen que codifica a la enzima productora de aldosterona (CYPl lBZ)

aparece como característico de células de zona glomerulosa y no de células de la zona interna. En

efecto, de acuerdo a estudios recientes con técnicas de hibridización "in situ", el gen transcripto de

la ¡IB-hidroxilasa CYP] IB], (no productora de aldosterona) fue locali7ado en todas las células

endócrinas de la corteza adrenal, mientras que el (le aldosterona sintetasa (CYPl IBZ, (95)) sólo se

encontró en células de zona glomerulosa.

Estos últimos resultados han sido recientemente puestc-s a consideración debido a dos
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trabajos que sostienen que CYP] lBl está restringido a zona fasciculata (96;97). Además entre

ambas zonas, glomerulosa y fascieulata, no existiría ni CYP] IBI ni CYPI ¡BZ (98)

Grandes diferencias en la región flanqueante a 5' de los genes que codifican para los dos

tipos de enzimas indican que dos sistemas de control separados regulan su transcripción (99). En

ratas no-preñadas, el tratamiento con dexametasona decrece selectivamente el nivel de mRNA que

codifica para la enzima no productora de aldosterona (¡00). Por ot 'o lado, el mRNA para la forma

productora de aldosterona es incrementado en respuesta a la restricción de sodio.

Dos citocromos P4501”; diferentes, isoenzimas con actividades catalíticas similares a

aquellos dos tipos de citocromos P450nn de rata con alta homología, y codificados por dos genes

diferentes (CYPl lBl y CYP] ¡[32) existen también en adrenales de humanos (101) y en ratón

(¡02).

Ambos genes han sido localizados en el cromosoma 8 en el humano y en el quince en el

ratón, respectivamente. Células de zona glomerulosa de ratón en contraste con células de la misma

zona de rata expresan solamente la enzima del tipo productora de aldosterona, mientras que la

expresión del tipo no productor de aldosterona está restringida a las zonas internas de la corteza

adrenal. En rata y en humanos, la variabilidad del gen CYPl ¡BZ y su control por estimuladores

específicos e inhibidores, probablemente juega un papel fisiológico importante en el sentido de dar

variabilidad a la respuesta de secreción de aldosterona frente a un dado estimulador, y en la

dependencia de esta respuesta con respecto a la ingesta de sodio y potasio.

La importancia clínica de la existencia de dos tipos diferentes de citocromo l’450un está

mostrada en un infomie en donde una forma quimérica de la llB-hidroxilasa/aldosterona sintasa

puede causar un síndrome de hiperaldosteronismo remediable por glucocorticoides (103).

Por lo dicho hasta aquí parecería claro admitir que las dos etapas para la conversión de

corticosterona en aldosterona son catalizadas por una única enzima, el citocromo P450-aldo. Sin

embargo quedan varios hechos que no son total o satisfactorianmnte explicados por este modelo.

Entre ellos podemos destacar que mientras aldosterona es un esteroide exclusivo de la zona

glomerulosa, l8-hidroxicorticosterona (intermediario entre corticosterona y aldosterona) es

principalmente producido por dicha zona adrenal pero también se biosintetiza en zona fasciculata.

Por otro lado en el defecto CMO de tipo ll (102), varios autores. hallaron que aldosterona estaba

disminuida y lS-hidroxicorticosterona anormalmente aumentada.

Más estudios serán requeridos para dilucidar completamente el camino biosinte’tico de
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aldosterona. De todos modos en 30 años de investigaciones los modelos enzimológicos para la

producción de aldosterona han ido variando enormemente, y probablemente lo sigan haciendo por

algún tiempo más.

Dado que CYP] IBI y CYP] lBZ tienen alta homologia y sus genes se hallan en

tandem en el cromosoma 8q22, las mutaciones producidas en el gen de CYP] lBZ y

recombinaciones genéticas entre éste y el gen de CYP] lBl serian las responsables de las

alteraciones en la enzimología de la producción de aldosterona, dando una nueva

denominación y explicación a las defeciencias anteriormente conocidas como de CMOI y

CMOII.

1.8 Síntesis de aldosterona en otras especies

La biosíntesis de alclosterona lla sido muy estudiada en rata y ratón pero no sucedió lo

mismo en otros roedores. En particular poco se sabe sobre la enzimología para aldosterona en

la vizcacha.

Este mamífero (roedor) resulta particularmente interesante dado que:

- La vizcacha adulta presenta cambios en la actividad de la glándula pineal durante

fotoperíodos estacionales ([04).

- El tamaño de los testículos varía según la época del año estudiada llegando a un

mínimo durante el mes de agosto el cual coincide con un pequeño período de llibernación

(105).

- Por otro lado también se observan cambios histológicos relacionados con estos

períodos estacionales. Por ejemplo durante el verano y el otoño los túbulos seminíl‘erosposeen

un diámetro mayor y los espermatozoides se encuentran en el lumen. Las células intersticiales

muestran un citoplasma voluminoso y núcleos redondeados. En el comienzo de la primavera se

observan signos histológicos de recuperación del funcionamiento gonadal; el cual permanece

inactivo durante los meses dejulio y agosto. Estos últimos cambios están relacionados con una

reducción gradual de los tubos seminíferos y una ausencia de espermatozoides (105).

Cabría entonces preguntarse si estos cambios alcanzan también a la glándula adrenal, la

cual cumpliría un rol relevante durante la hibemación y los distintos fotoperíodos.
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El ión litio es utilizado en experimentos de señalización intracelular por su acción

inhibidora de la enzima inositol fosfato-foslatasa lo cual lleva al mantenimiento de los niveles

de los inositoles fosfato lPl,ll’2 e lP3 producidos por la activación (le la fosl'olipasa C sobre

fosfatidilinositol (Pl) y sus derivados difosfatados y monolbsl'atados (Pll’2 y P1P). Esta

acción del ión litio ha llevado a utilizar al ión con fines farmacológicos en ciertos estados

psicopatológicos (¡06).

Por último, la hidrólisis de fosll'itidilinositoles y la consccuente formación de inositoles

fosfato es uno de los principales mecanismos por los que se modula la capacidad

esteroidegénica adrenal (l07;108). Se ha observado que en células perfundidas la producción

de aldosterona fue inhibida por Li' cuando las células fueron cstimuladas con angiotensina II

(109).

Por otra parte se sabe que en los tratamientos con el ion litio varios órganos de la

vizcacha resultan mucho más sensibles a dosis bajas, mientras que a estas concentraciones no

se observan daño en la rata (l IO).

1.9 Aldosteronismo

1.9.1 Aldosteronismo primario

La producción de ALDO por la zona glomemlosa de la glándula adrenal está

regulada por varios sistemas, entre ellos el formado por renina y angiotensina, pero además

por la endotelina y, en forma aguda, por ACTll.

Dado que la aldosterona es el mineralocorticoide natural más potente, los niveles altos

de aldosterona (aldosteronismo) van en general acompañados; con cuadros de hipertensión,

entre moderada y severa, e hipocalemia (l l l) (a menudo precipitada por una dieta rica en sal),

a través de su efecto sodiorretentor. Cuando los niveles altos de aldosterona se deben a la

existencia de niveles altos de angiotensina ll (Ang ll), se habla de aldosteronismo secundario

(en el sentido que la aldosterona aumenta como un efecto secundario al aumento (le Ang ll).

Los tratamientos, en este caso, consisten en inhibir la producción de Ang ll, en general a

través de la inhibición de la enzima de conversión que es la encargada de producir Ang Il a
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partir de Angiotensina I (Ang l).

En cambio, cuando no son evidentes las causas del aumento de aldostcrona, o sea

cuando se produce excesiva secreción de ALDO sin aumento en la producción de los

estimuladores conocidos del mineralocorticoide, se habla de un aldosteronisrno primario

(l l l',llZ). En estos casos el tratamiento consiste en inhibir a las enzimas encargadas de

producir aldosterona, CYPl lB2 y/o citocromo P450 SCC, usando metirapona,

aminoglutetimida, etc.

Las causas más comunes de aldosteronismo primario son ( l ¡3) los adenomas adrenales

(113), la hiperplasia bilateral de la zona glomerulosa y, en menor grado, los carcinomas

adrenales. La hiperplasia adrenal unilateral también puede producir aldosteronisrno primario,

aunque es muy poco común (l ¡4).

Aldosteronismo suprimible por glucocorticoides

El aldosteronismo suprimible por glucocorticoides es una forma rara de

aldosteronismo primario. En estos pacientes la supresión de la secreción de ACTH por

administración de dexametasona corrige, en general, Ia hipertensión y cl exceso en la

producción de ALDO.

Sin embargo, en algunos de estos pacientes, la administración de glucocorticoides

disminuye los niveles de ALDO pero la hipertensión sólo es corregida en forma parcial. La

existencia de este cuadro llevó a la búsqueda de alguna otra sustancia como responsable del

aumento de la presión arterial. El grupo de Gomez-Sánchez, CE. (l l5) encontró, en la orina

de estos pacientes, niveles elevados de lB-oxocortisol y l8--hidroxicortisol, esteroides a los

que se le encontraron propiedades hipertensinogénicas (l l(-v;l¡7). La producción de l8­

oxocortisol es debida a la acción de la enzima que cataliza la transformación de corticosterona

(B) en ALDO (reacción que normalmente ocurre en la zona glomerulosa) sobre el cortisol

(esteroide natural de la zona fasciculata) (l 18;] 19).

En efecto, si se comparan las estructuras de B y ALDC‘ con las del cortisol (F) y la de

lB-oxocortisol respectivamente (Figura 1.13), se halla que la única diferencia estructural es la

presencia, en los.dos últimos esteroides, de un grupo OH en la posición C17. En otras
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palabras, la enzima CYP] ll32 (que cataliza el pasaje de B a ALDO) produce, sobre el cortisol,

las mismas reacciones en la posición Cia que sobre B para dar ALDO, obteniéndose

asi l8-oxocortisol. Los intermediarios l8-OI IB y l8-OHF (lS-hidroxicortisol), también

fueron caracterizados.

Bajo este modelo, entonces, debe ocurrir que el cortisol de la zona fasciculata deba

encontrarse con la enzima CYPl ¡[32, la cual está restringida a la zona glomerulosa, para

poder ser transformado en lS-oxocortisol. Este encuentro no es obvio dada la diferente

zonación de cortisol y de la enzima CYPl lBZ. El modelo más aceptado para explicar estos

hechos se basa en la existencia de la zona adrenal de transición entre la zona glomerulosa y la

zona fasciculata. Cuando las células de la zona glomerulosa migran centrípetamente para

formar la zona fasciculata pierden la capacidad de producir ALDO y adquieren la (le formar

cortisol. Entre ambas zonas adrenales quedaría otra con "mezcla" de células dc ambas que se

ha dado en llamar zona de transición. En ella hay, juntas, células que producen cortisol (de la

zona fasciculata) y otras que pueden sintetizar ALDO (de la zona glomemlosa) haciendo asi

posible que el cortisol sea transformado en l8-oxocortisol (l 18;] l9).

En algunos pacientes esta zona de transición sería patológicamente grande

obteniéndose asi elevados niveles de lB-oxocortisol (l IS). Sin embargo, estudios más

recientes parecen indicar que en la intersección entre ambas zonas adrenales no se halla la

enzima CYP] lBZ (98) (ni tampoco Ia enzima CYl’l lBl) lo que no apoyaría el modelo

propuesto. La aparente controversia debe aún ser resuelta.

Paralelamente, también podría suceder que la capacidad de sintetizar ALDO de la

enzima CYPl [BZ de las células de la zona glomerulosa no desaparezca cuando dichas células

sufren su migración centrípeta para dar las células de la zona fasciculata. La presencia inusual

de la enzima CYPlle en Ia zona fasciculata y su acción sobre el cortisol daría como

resultado una nueva opción para el encuentro entre el cortisol y la enzima CYPllBZ,

produciéndose la secreción de cantidades excesivas de lB-oxocortisol.

Por último, más recientemente, se ha postulado que una recombinación genética podria

ser la responsable del cuadro esteroideo de esta patología (ver más adelante).
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Figura 1.13: Conversión de corticosterona en aldosterona y de cortisol en lS-oxocortisol.

En ambos caminos la única diferencia es la ausencia o presencia, respectivamente de un

oxhidrílo en la posición Cn.
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Análisis de laboratorio

Los análisis de laboratorio están dirigidos primero a diagnosticar el aldosteronismo

primario y luego a la clasificación del tipo especifico.

La obtención de un nivel alto de aldosterona y una baja actividad o normal de renina en

plasma determina el diagnóstico de aldosteronismo primario. Alternativamente, la medición de

la baja actividad de renina puede ser reemplazada por la determinación de ALDO antes y

después de la administración de una carga salina (mayor que 150 mmol/dia: por ejemplo,

infusión de 2 litros de solución fisiológica). Si el nivel alto de ALDO no disminuye por la alta

ingesta de sodio, se confirma el aldosteronismo primario.

La buena diferenciación entre los distintos tipos de aldosteronismo primario es

necesaria para la correcta elección del tratamiento. Sin embargo no existe un método único

para distinguirlos. La tomografía computada o la resonancia magnética de imágenes es útil en

la diferenciación entre los adenomas adrenales y la hiperplasia de la zona glomerulosa. Sin

embargo, existen falsos negativos cuando los adenomas tienen un tamaño menor que el límite

de resolución.

La postura vertical actúa como una condición estimulatoria para la producción de Ang

ll y, a través de ella, para la producción de ALDO. Por otro lado, las glándulas adrenales de

pacientes con hiperplasia de la zona glomerulosa son más sensibles a la acción de la

Angiotensina ll que las de los pacientes con adenomas. Por lo tanto, luego de cuatro horas de

condición ambulatoria, los niveles de la aldosterona son mayores en los pacientes con

hiperplasia que en aquellos con adenoma y, obviamente, éstos ultimos aún mayores que los de

las personas normales.

Otro procedimiento útil consiste en la determinación de los niveles plasmáticos de

ciertos esteroides. La l8-hidroxicorticosterona (lB-OHB), como ya se dijo, es un

intermediario de la última etapa initocondrial consistente en la transformación de ll­

desoxicorticosterona en aldosterona (l20). Los niveles plasmáticos de l8-Ol'lB son mayores

en pacientes con adenomas que en pacientes con hiperplasia de la zona glomerulosa.

Como ya se ha mencionado, el l8-oxocortisol es el análogo l7-hidroxilado (le la

aldosterona (Figura 1.13). Este esteroide presenta niveles plasmáticos altos en pacientes con

adenomas adrenales y con aldosteronismo suprimible por glucocorticoides. En pacientes con
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hiperplasia de la zona glomerulosa los niveles son normales. Sin embargo todavia no existe

disponibilidad comercial de los elementos necesarios para realizar el ensayo de ]8-oxocortisol.

Finalmente Ia información acerca de la existencia o no de una hiperplasia adrenal se

puede obtener infundiendo ACTI] y tomando muestras de las venas adrenales (derecha e

izquierda) previamente cateterizadas. En cada muestra se mide el cortisol presente (como

testigo de una correcta cateterización) y aldosterona (como medida de la hiperplasia (le la zona

glomerulosa). Adicionalmente este método permitiría la diferenciación entre hiperplasia

unilateral y la bilateral.

l.l0 Producciones de aldosterona y cortisol: recombinación

genética y mutaciones.

La l7a-hidroxilasa (CYPl7) es la enzima responsable ¿lecatalizar la introducción de

un grupo oxhidrilo (OI-l) en la posición Cn de los esteroides, y por lo tanto indispensable para

la producción del cortisol, un ]7a-hidroxiesteroide.

La limitación de la expresión de CYPl7 en la zona fasciculata y CYP] lBZ en Ia zona

glomerulosa da como resultado la zonación para la síntesis de cortisol y aldosterona,

respectivamente.

En la zona l'asciculata, ll-desoxicortisol (el análogo l7a-hidroxilado de l]­

desoxicorticosterona) es hidroxilado en la posición ] ll} por la enzima CYP] IB] para producir

cortisol (12]). En la zona glomerulosa, donde la actividad de l7q-hidroxilasa está suprimida,

CYP] lBZ produce aldosterona mediante una lIB-hidroxilación, ]8-hidroxilación y |8­

oxidaeión secuenciales de DOC. Las dos enzimas poseen un 93 % de similitud en su

secuencia de amino ácidos, difiriendo sólo en 36 residuos; aminoacidicos. La actividad

adicional de I8-hidroxilación y 18- oxidación que tiene la enzima CYP] lBZ está

presuntamente relacionada a la presencia de algún fragmento de estos 36 aminoácidos que

distinguen a dicha enzima. La localización y naturaleza de las secuencias regulatorias que

resultan en la expresión especifica en la zona glomerulosa del gen del CYP] lBZ no fue aún

identificada pero se asume que está en la región 5' del intrón 2 (|22). Esta región incluiría la

secuencia que suprime la expresión de CYP]le en la zona fasciculata, o que activa la
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expresión en la zona glomerulosa, por interacción con moléculas regulatorias de las

respectivas zonas. Ambos genes CYP] ¡[3 están localizados en tandem en el cromosoma 8q22

a una distancia aproximada de 40kl).

En el paso temprano (¡20) del camino biosintético de aldosterona, e] gen de la 2]

hidroxilasa (CYPZI), enzima que cataliza la conversión de progesterona en ] l­

desoxicorticosterona, y un pseudo gen (CYPZlP) también se encuentran en un ordenamiento

en tandem que recuerda el de los dos genes CYP] lB. Muchas de las mutaciones encontradas

en pacientes con deficiencia de 2l-hidroxilasa son el resultado de una recombinación entre el

gen activo y el pseudo gen. Este ¡mecanismo es, en los casos de deficiencias de actividad de

2l-hidroxilasa, uno de los desórdenes monogénicos más comunes, ya que la recombinación

resulta en una pérdida parcial o total de la función enzimática.

Entonces, podrían esperarse recombinaciones genéticas entre el gen CYP] lB] y el gen

CYP] ¡BZ (en este caso ambos genes son funcionales) que produzcan una importante

modificación dando lugar a genes que codifican para enzimas con nuevas actividades o con

actividades regulatorias inapropiadas.

Por ejemplo, la fusión dcl extremo 5' del gen CYP] Il3l al extremo 3' del gen

CYP] lBZ, da como resultado una inapropiada regulación de la producción de la aldosterona.

Esta situación ha sido descripta como un hiperaldosteronismo suprimible por glucocorticoides

(ver más arriba).

Las mutaciones puntuales en los genes de CYP] IB que han sido descriptas, conducen

a desórdenes de la síntesis de los esteroides (Tabla l.2).
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DEFECTOS CENETICOS CAUSA

Deficiencia de l lB-hidroxilasa Mutaciones en CYPI lBl

Deficiencia de aldosterona sintetasa

'Lipo_l Sin actividad {CMO l}

ligo ll (deficiencia de lS-hidroxilasa) {CMO Il}

'Lipo lll (Deficiencia de |8-oxidasa) Mutaciones en CYPI IBZ

Hiperaldosteronismo suprimible por Recombinaciones entre CYPl lBl y

glucocorticoides CYP l ¡BZ

Nota: Entre llaves se muestran cuales deficiencias corresponden a la denominación anterior: CMO l
MO II, para más información ver el texto.

Tabla 1.2: Alteraciones enzimáticas en la biosíntesis de aldosterona

Mutaciones en el gen CYPI IBI, que codifican para una enzima ¡io-funcional, fueron

encontradas en pacientes con deficiencia de llB-hidroxilasn (¡23;124), mientras que en

pacientes con deficiencias de aldoslerona sintetasa se encontraron mutaciones en cl gen de la

CYPl IBZ (¡25;l26). No se ha descripto hasta el momento un punto especifico de mutación

que afecte a la regulación de la sintesis de la aldosterona o el cc-rtisol.

1.10.1 Deficiencia de llli-hidroxilasa

Ambos citocromos CYPIIBI y CYPHBZ poseen actividad (le llB-hidroxilasa,

aunque solamente el citocromo CYP! IB] está expresado en la zona fasciculata, donde es
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sintetizado el cortisol. Mutaciones en este gen causan una deficiencia de la actividad de lll}­

hidroxilasa, con un consecuente descenso en los niveles del cortisol, subsecuente estimulación

de la corteza adrenal por ACTH, hiperplasia de la glándula adrenal y acumulación de

precursores. Como una parte significativa de la producción de estos precursores es utilizada

normalmente en la biosíntesis de andrógenos, la acumulación de ellos da como resultado una

virilización de las hembras, un prematuro cierre de las epifises, y baja estatura en ambos sexos.

Por otro lado, la sobre-producción de DOC (precursor y mineralocorticoide) y sus ¡metabolitos

llevan a hipertensión arterial.

Mientras que mutaciones puntuales, pequeñas delec;iones e inserciones Fueron

encontradas para todos los casos de deficiencia de lIB-hidroxilasa, la estrategia usual de

amplificación de exones por PCR y secuenciamiento del DNA amplificado puede dar error

(por pérdida) en la determinación de cromosomas recombinantes. Por lo tanto no es inusual

que la secuenciación de los exones de un paciente con deficiencia de l lB-hidroxilasa por este

método no evidencie la mutación que produjo esta deficiencia. Consecuentemente, los

cromosomas recombinantes pueden estar presentes como un componente heterocigota. En

principio, la deficiencia puede resultar de un reemplazo de .a región regulatoria del gen

CYPI lBl por aquellas del gen CYl’I ¡[32 o por dcleción del gen CYP] IBI. Estos

cromosomas recombinantes pueden también ser dificiles o imposibles de detectar por un

análisis usual por "Southern blot".

1.10.2 Deficiencia de aldosterona sintetasa

La clasificación de las alteraciones de esta enzima presenta históricamente algunas

dificultades debido a suposiciones incorrectas acerca de la bioquímica básica de la biosíntesis

de la aldosterona (ver (l20)). Estas alteraciones fueron primeramente clasificadas como

deficiencias de CMOI y CMOII (¡27;128) ya que se creía que estaban relacionadas con los

dos últimos pasos de la biosíntesis de la aldosterona (¡20).

El aumento del conocimiento por estudios recientes sobre que la función y expresión

del gen CYP] lBl y del gen CYP] lBZ conduce a un acercamiento más racional de

clasificación de estas alteraciones. Los fenotipos observados se-‘ianel resultado de deficiencias

en CYPl lB2 más'la acción del CYPl IBI, el cual tiene actividad de l lB-hidroxilasa y débil de
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l8-hidr0xilasa. Consecuentemente la variación en los niveles de los precursores

esteroidogénicos de aldosterona no necesariamente refleja la actividad que es afectada. Esto

marca la gran diferencia de criterio entre lo realizado en las décadas del '60 y '70, y los

estudios recientes.

En principio existirían tres tipos de deficiencia de la enzima, los cuales corresponden a

cada una de las tres actividades de dicha enzima, a saber ll3-hidroxilasa, l8-hidroxilasa y

aldosintetasa.

La deficiencia de CMOl, la cual se creyó era causada por un defecto en el paso de l8­

hidroxilación en la síntesis de aldosterona, seria en realidad debida a mutaciones que destruyen

todas las actividades de la enzima CYPl ¡[32. Por lo tanto la biosintesis de la aldosterona está

totalmente bloqueada y los niveles altos de los precursores y en particular de la corticosterona

son el resultado de la actividad de la enzima CYPl lBl {tal vez sobreestimulada). La

deficiencia en la aldosterona sintetasa de tipo l seria el término más correcto para esta

deficiencia en CMOl.

De forma similar, la deficiencia en CMOll se creyó primeramente que correspondía a

una falla de la l8-oxidación. Ahora se han encontrado mutaciones en los genes (lel CYl’l IBZ

en pacientes con CMOll, que permitían la llB- lndroxilación pero no la lB-hidroxilación.

Presumiblemente los niveles altos de l8-()llB que fueron ercontrados en esta enfermedad

sean un reflejo de la conversión de l8-l1idroxi-l l-desoxicorlzieosterona (IR-OHDOC) por la

actividad de llB-hidroxilasa del CYP! ¡[32, sumado a la directa contribución del CYPl lBl.

La deficiencia en CMOll sería entonces mejor clasificada como una deficiencia de la

aldosterona sintetasa de tipo 2. Una deficiencia de este tipo puede ser causada por una

mutación que resulte de un reemplazo de una parte del gen CYP] lBZ que codifica para la

región responsable de la actividad sintética de la aldosterona, por la correspondiente secuencia

para el gen CYP] 1Bl.

Por último, si bien serían posibles las mutaciones que afecten especificamente la 18­

oxidación (aldosintetasa), los mismos no han sido aún descriptos.

De esta forma se ha trazado un breve panorama que intenta explicar, con los antiguos

aportes de la enzimología clásica y los más recientes de la biologia molecular, las alteraciones

que ocurren en la enzimología de la producción de esteroides en la corteza adrenal, con mayor

énfasis en el paso "tardío (le la biosintesis de aldosterona.



1.11 Inhibidores suicidas

El estudio (le los inhibidores suicidas muchas veces: está relacionado con fines

terapéuticos.

El citocromo P450 responsable de la hidroxilación del metilo en posición C-l9 de los

andrógenos (aromatasa) y el citocromo P450 responsable de la hidroxilación dcl metilo en

posición C-l8 de corticosterona (aldosterona sintasa) fueron tomados como referencia para el

estudio de inhibiciones suicidas en la síntesis de esteroides. Ambas son enzimas terminales del

camino biosintético. Dado que la hipersecreción de las hormonas respectivas, estrógenos y

aldosterona, están asociadas con condiciones específicas de enfermedad se ha estudiado la

acción de estos inhibidores en los caminos metabólicos respectivos ([29). Para ello se han

utilizado sustratos análogos conteniendo grupos vinilos, etinilos, o nitrilos que se unen a estos

grupos metilos C-l9 o C-l8 (l30;l3l). En algunos casos se han utilizados inhibidores de

pasos anteriores a los descriptos como la l8-etinilprogesterona (¡32) o la lS-vinilprogesterona

(¡33), ambos potentes inhibidores de la síntesis de aldosterona.

1.12 Planteo del trabajo

El presente trabajo tendrá por objeto elucidar algunos aspectos fundamentales relacionados

con los últimos pasos de la biosintesis de aldosterona.

i) En pn'mer lugar se deberán establecer las condiciones óptimas de trabajo para la

medición de las actividades enzimáticas involucradas en estos pasos. Los principales parámetros a

tener en cuenta son entre otros, buffer a utilizar, efecto de cationes divalentes, cantidad de enzima,

tiempo de incubación, etc.

ii) Se probarán diferentes esteroides como inhibidores del paso tardío de la biosintesis

de aldosterona. El objetivo buscado es encontrar alguno que inhiba selectivamcnte alguno de estos

pasos dejando los otros sin alterar, pudiendo así demostrar la existencia de más dc una enzima en el
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camino biosintético de aldosterona. Se probará entre otros con cortisol ya que este esteroide se

sabe que puede ser transformado -en la zona glomeiulosa de adrenales de vaca- en lB-oxocortisol

usando las enzimas aldosterogénicas. Cortisol usa las misma reacciones que corticosterona en su

pasaje a aldosterona (76;l I9).

Los experimentos se basarán en la medición de la transformación de distintos sustratos a

aldosterona y sus intennedian'os, usando diferentes esteroides como posibles inhibidores. Las

incubaciones se realizarán usando mitocondrias de glándula adrenaí de rata como fuente enzimática.

En el caso de utilizar sustratos radioinertes las determinaciones cuantitativas se realizarán por RIA.

En caso de que el sustrato sea radioactivo, las determinaciones se realizaran por medición de la

radioactividad presente luego de la separación y purificación por l ¡PLC del esteroide en estudio.

iii) En todos estos experimentos en donde se produzca una inhibición en la biosíntesis

de aldosterona se deberá medir la relación corticosterona a lB-hidroxi-l ldesoxiconicosterona. El

objetivo de este estudio es encontrar situaciones en donde dicha relación varie, como una evidencia

indirecta dela posibilidad de regulación de las actividades de l Inhidroxilación y 18 hidroxilación de

CYPl lBl y CYP] ¡BZ sobre DOC.

iv) Con lines comparativos se realizarán experimentos similares a los anteriores pero

en adrenales de otra especie tal como vizcacha.

v) Se estudiará el tipo de inhibición reali7ada por aquellos esteroides que hayan

probado tener efecto como inhibidores de la biosíntesis de aldosterona. Para ello se realizarán

gráficos de Lineweaver-Burk.

vi) Desarrollo de un modelo matemático simple para el cálculo de constantes cinéticas

de sustratos suicidas basado en un modelo experimental donde la concentración de enzima

catalíticamente activa se mantenga constante.

vii) Consecuentemente estudiar inhibiciones suicidas en cuanto a su acción sobre el

paso tardío mitocondn'al de la biosíntesis de aldosterona (DOC ——)ALDO), calculando sus

constantes cinéticas. La determinación de estas constantes pennitirá clasificarlos por su potencia y

obtener evidencias indirectas sobre la identidad de las enzimas involucradas en cada reacción de la

biosíntesis de aldosterona. El criterio a seguir será: constantes cinéticas diferentes para etapas

diferentes indican'an enzimas diferentes.

viii) Estudio quimico estructural sobre la transformación de lB-OIIB en l8-DAL.

Como ya se ha indicado en la introducción esta relación ha sido postulada en nuestro grupo de
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trabajo como de naturaleza espontánea y parte de un camino altemativo de la biosíntesis de

aldosterona. Se propone estudiar la reacción determinando la estluctura de los intermedian'os, un

posible mecanismo molecular, y las características del medio en el cual ocurre. Con este fin se

utilizarán técnicas de MS-FAB (espectroscopía de masa por Fast Atom Bombardment).



DISEÑO EXPERIMENTAL

- Materiales y métodos

- Condiciones de incubación:

descripción y resultados.
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Capítulo2Diseñ0 experimental

MATERIALES Y METODOS

2.1Estrategias y consideraciones en el trabajo con citocromos

P-450

En el trabajo experimental con proteínas y en particular con enzimas uno

generalmente se asombra del tiempo que demanda encontrar toda la información

necesaria para conocer las condiciones bajo las cuales se debe realizar la preparación de

la fuente enzimática y más especificamente las incubaciones para la medición de

velocidades y/o de tasas de conversión. No existe una fórmula general para el trabajo con

proteínas, pero por supuesto que la primer fuente de la información requerida es la

bibliografia existente. Luego se deberán realizar las adecuaciones y verificaciones

experimentales que permitan establecer las condiciones definitivas. Entre las condiciones

a establecer está la cantidad de material con la cual debo trabajar; el tipo dc bufl‘er a

utilizar en las incubaciones; el agregado de otras sustancias al medio de incubación, de

forma tal de estabilizar a la enzima, la temperatura de trabajo; tiempo de la incubación,

etc.

En este caso la enzima a utilizar —Citocromo P450 esteroidoge’nico (le mitocondria

adrenal- proviene de ratas machos. Todos los citocromos P450 mitocondriales, como ya

se ha dicho, necesitan de la presencia y acción de otras proteinas que conforman la

cadena de transporte (le equivalentes de reducción desde el NADPll hasta el oxígeno

(Ver Figura 1.5). Estas proteínas son la adrenodoxina y la aclrenodoxina reductasa. La

primera es soluble en la matriz mitocondria] mientras que la adrenodoxina reductasa es de

membrana interna mitocondria]. Por lo tanto, si por extrusión (le las mitocondrias durante

su aislamiento se pierde adrenodoxina, la actividad enzimática (lel citocromo P450 que se
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pretende medir bajará considerablemente. Esto podría ser corroborado por

preincubaciones realizadas antes de medir la actividad enzimática(Ver Resultados).

Por otro lado, los citocromos P450 esteroidogénicos son sensibles a oxidación por

lo que es necesario colocar antioxidantes para preservar su actividad enzimática (l34).

Todo esto lleva a una situación de inestabilidad tal que en incubaciones de enzima pura es

necesario agregar citocromo P450 continuamente (20).

Veamos entonces qué consideraciones se realizaron para el trabajo con los

citocromos P-450.

2.2Preparación de la fuente enzimática. Metodología standard

de trabajo.

Se utilizaron ratas machos CIlBBThom de 200 a 250 grs (le peso, las cuales

fueron aportadas por el bioterio de la Facultad de Ciencias [Exactas y Naturales de la

Universidad de Buenos Aires. Los animales fueron sacrificados nor decapitación luego de

lo cual se extrajeron rápidamente las glándulas suprarrenales colocándolas en solución

salina de NaCl 0,9%. Se les retiró el tejido graso y conectivo que las rodea y en algunos

casos se las utilizó tal cual y en otros se extrajo la cápsula para su posterior tratamiento.

Todos estos pasos fueron realizados a una temperatura de 4°C; manteniendo todas las

soluciones en baño de hielo-agua. Se procedió luego a su hmnogeinización usando un

homogeinizador de Potter-émbolo, del tipo teflón-vidrio, en buffer Krebs Ringer

bicarbonato-glucosa (l35;l36), cuya composición consta en la Tabla 2.]
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55:53

Tabla 2.1: Composición del bufTerKrebs Ringer Bicarbonato Glucosa.

El pH de trabajo fue 7.4

Una vez obtenido el homogenalo se realizó su fraccionamiento subcclular,

siguiendo el protocolo de centrifugación diferencial usado por Cozza et al. (76). Por lo

tanto, se procedió a centrífugar al homogenato a l 1.000 g durante lO minutos, se retiró el

sobrenadante, se agregó nuevamente butTer y se procedió a una nueva centrifugación de

llOOO g durante lO minutos. El precipitado final se tomó como la fracción de las

mitocondrias de las glándulas suprarrenales ya que contuvo la máxima cantidad del

marcador mitocondrial succinato deshidrogenasa (73-79%). Para las incubaciones se

utilizó el mismo bulTer pero con un agregado de propilenglicol (no más del 20% v/v), de

manera de ayudar a la solubilización de los esteroides que se usaron como sustrato. Las

incubaciones se llevaron a cabo en tubos tipo Eppendorf de 1,5 ml de capacidad. La

reacción se inició por agregado de 0.5mM de NADPl-I como cofactor y las incubaciones
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se llevaron a cabo a una temperatura de 37°C; el volumen firal de incubación fue de

500m.

2.3Solubilización de los precursores de aldosterona

Los esteroides utilizados se encuentran solubilizados en solventes orgánicos

incompatibles con la presencia enzimática, por lo tanto se debe (:vaporar el solvente antes

del agregado de las mitocondrias. Este procedimiento se realizó en atmósfera de N2, a

temperatura ambiente, para evitar de esta forma la posible oxidación de los precursores.

Una vez realizada esta operación se agregó la fracción de las mitocondrias en el bu [Terde

incubación antes descripto y se realizó una preineubaeión (le 15 minutos antes del

agregado de NADPH.

2.4Tratamiento de los incubados

Una vez finalizado el tiempo de incubación requerido para cada experimento, se

trató a los incubados de la siguiente manera:

i) Si el objetivo del experimento era determinar la cantidad de esteroide presente en

el sistema de incubación por HPLC, se procedió de la siguiente manera: Se

extrajeron los diferentes productos de la incubación con ClzCllz, dos veces con 2

ml cada vez. Se juntaron los dos extractos en un tubo de vidrio y se evaporó bajo

atmósfera de N2, a temperatura ambiente, hasta sequedad. Se resuspendieron los

productos en lOOpl de Cl-hOl-l y se procedió a sembrarlos (en punto) cn placa de

TLC con indicador de fluorescencia. Se lavó cada tubo dos veces con ClzCH;

(lOOpl) para así disminuir las pérdidas. Se corrió la placa con una mezcla

conteniendo ClzCIlzz ClhOH : CH3CN (86:7:7) como fase móvil. Luego de una
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ii)

corrida de aproximadamente 75 minutos se detuvo el desarrollo de la

cromatografía, extrayendo la placa de la cuba y revelando la misma por

exposición a la luz UV. Cuando se trató de productos radioactivos la localización

de las zonas radioactivas se realizó con un radiocromatógrafo de scaneado marca

Packard Modelo 7201.

Una vez determinada la zona a estudiar se levantó la silica de dicho scctor

mediante raspado y se eluyó colocando la silica con el esteroide en pequeñas

columnitas de plástico rellenas con lana de vidrio. El solvente de elución utilizado

fue ClzCllzz CHJOll (95 : 5). Se utilizaron aproximadamente 3 ml de esta mezcla

para cada columnita, luego se evaporó el solvente y se redisolvió el residuo

conteniendo al esteroide en estudio en lOOpl de (:IIJOI i. Una vez llegado a esta

etapa se procedió a inyectar esta solución o, una alícuota de la misma, en un

equipo HPLC.

Si el objetivo del experimento era determinar la cantidad de esteroide por estudio

de radioinmunoensayo (RIA) se procedió de Ia siguiente manera: Se centriflrgaron

las distintas incubaciones a ll.000g durante lO minutos, a 4°C, de forma (le

quedarse con el sobrenadante y trabajar así con alícuotas del mismo para la

determinación cuantitativa del esteroide por radioinmunoensayo. El método de

radioinmunoensayo será explicado con mayor detalle más adelante.

2.5Determinación de esteroides por HPLC

Una vez aislado el esteroide como se detalló en el párrafo anterior se procedió a

inyectarlo en un equipo HPLC Spectraphysics, compuesto por bomba de inyección

Spectra Series P100, detector Spectra Series UVIOO e integrador Data Jet SP 4600 de

Spectraphysics. Se utilizó una columna de fase reversa (tt-Bondapak C18) con la mezcla

CHJOH Il20 (3:2) utilizada como fase móvil. El flujo al cual se trabajó fue de 0,8

ml/min. con una presión de trabajo de aproximadamente 1.800 psi. La determinación de

los tiempos de retención para cada esteroide fue fundamental para la caracterización

cualitativa del mismo. La Figura 2.] muestra una corrida crornzttográfica con los tiempos
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de retención característicos para cada esteroide, bajo nuestras condiciones

experimentales.

5.73

IS-DAL

lS-OIIB ALD )STERONA CORTICOSTERONA

DIMIJRO

'M‘" _.._ÑVA- __ _.A rm,_|-r-_-_._... _.

Figura 2.1: Cromatograma obtenido al correr diferentes estero=desen HPLC usando

como solvente de corrida el sistema CHJOH : HZO (3:2) con un flujo de 0.8 ml/min.

a una presión de 1800 psi, con columna p-Bondapak C18.
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2.6Cuantificación de esteroides por HP LC

2.6.1 De esteroides no radioactivos

Para la cuantificación de los esteroides presentes en cada pico se realizó una curva

de calibración con el mismo esteroide a determinar, siempre y cuando fuese posible. Si

no fuese posible entonces la curva de calibración se realizó con un esteroide que tuviese

un tiempo de retención similar al del esteroide a cuantificar dado que en estos esteroides

el grupo cromóforo es el mismo. La curva de calibración relacionó masa del compuesto

con el área del pico de HPLC. El área del pico obtenido por cromatografia de alta

presión fue calculada por un integrador Data Jet SP 4600 de Spectraphysics por el

método MN=0, descripto en el manual del usuario del equipo er- la sección 3. Se muestra

a continuación —amodo de ejemplo- una curva de calibración para corticosterona, dando

el algoritmo matemático que relaciona la masa de la sustancia con el área del pico hallado

por HPLC (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Curva de calibración para corticosterona, usando como método de

cuantificación el área determinada por el integrador Spectra Physics del HPLC.

Según esta técnica de cuantificación con HPLC se determinaron los siguientes

esteroides: aldosterona, corticosterona, lB-desoxialdosterona, dímero de 18­

desoxialdosterona y l8-hidroxicorticosterona.

2.6.2 De esteroides radioactivos.

Para la cuantificación de los esteroides radioactivos presentes en cada muestra se

inyectó en el I-IPLC la muestra conjuntamente con el esteroide no radioactivo, el cual se

queria cuantificar. Primero se realizó una valoración del tiempo de retención del

compuesto a medir, para posteriormente en una segunda inyección en el equipo de alta

presión, proceder a colectar alícuotas de 0,3ml. A estas fracciones se les agregó líquido
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de centelleo para poder contar la radioactividad presente en la muestra. Se estudió

entonces si la radioactividad presente coincidia con el pico del mismo compuesto no

radioactivo y si esto ocurría, entonces se podría estimar las cuentas pcrtcnccicntcs al

compuesto en estudio. En la Figura 2.3 se muestra un perfil de elución para aldosterona

no radioactiva y para aldosterona tritiada luego del conteo de radioactividad de las

fracciones de elución.

Figura 2.3: Esquema de recolección del esteroide purificado por HPLC.

———aldosterona no radioactiva; ——-—-aldosterona tritiadai En la figura se muestra el

pico de elución detectado a 254nm correspondiente al esteroide no radioactivo y un

ó pico construido a partir de los datos obtenidos al contar alicr otas de las diferentes
fracciones. El área grisácea corresponde a las fracciones recuperadas.
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2.7Determinación cuantitativa de esteroides radioinertes por
RIA

Para cuantificar los esteroides radioinertes, aldosterona y corticosterona, se utilizó

la técnica de radioinmuno ensayo (l37;l38).

La reacción fue llevada a cabo en tubos de Kahn de polipropileno. Cada tubo de la

reacción contuvo ZOOttl(volumen final total) de buffer O.lM 1131303,de pl-l=8; 1% de la

fracción V de seroalbumina bovina; 0.2% de inmunoglobulina G; una cantidad

predeterminada de anticuerpo antiesteroide; una cantidad radioactiva del esteroide a

cuantificar (aproximadamente 5000 dpm) y una dada cantidad del mismo esteroide

radioinerte, ya sea standard o proveniente de la muestra bajo estudio.

Para la determinación cuantitativa de un determinado esteroide fue necesario la

confección de una curva de calibración a partir de soluciones standard del esteroide a

cuantificar preparadas con bufi'er [13803 0. IM de pl-l=8, conteniendo 5% de Cl‘IJCl'lzol’l.

La preparación de las soluciones standard para poder construir la curva de

calibración se realizó a partir de diferentes diluciones de una misma solución madre.

El protocolo general consistió en pipetear lOpl de cada una de las soluciones

standard —parala curva de calibración- ó lOul de la muestra incógnita. Luego se agregó el

esteroide marcado (JH-esteroide) en una cantidad aproximada a los 5000 dpm y el

anticuerpo específico del esteroide en cuestión, todo disuelto en 200ml del buffer. Para

poder cuantificar la unión inespecífica se incubó el marcador Jl-l-esteroide en ausencia de

anticuerpo y en ausencia de esteroide radioinerte.

La reacción se dejó transcurrir durante aproximadamente 16 horas a 4°C. Una vez

transcurrido este tiempo la reacción se detuvo por el agregado de una solución fría de

(NI-{4)ZSO4saturado al 75%. Se procedió entonces al ceiiti'ifugado de los tubos a 6.000

rpm durante 20 minutos en centrífuga refrigerada (4°C). Las cuentas totales se calcularon

a partir de tubos preparados igual que para el conteo inespecífico pero sin realizar la

centrifugación de los mismos. Los sobrenadantes conteniendo al esteroide radioactivo no

unido al anticuerpo, se volcaron a viales para su posterior conteo, agregando para ello

2.5ml de liquido de centelleo (Tolueno + 0.4% de I’PO + 0.025% de dimetil-POPOP).
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Los viales se agitaron vigorosamente para facilitar la extracción del esteroide radioactivo

a la fase orgánica. Finalmente se contó la radioactividad presente en un contador de

centelleo líquido, Wallac, modelo l2|4 Rackbeta.

La dispersión intra e interensayo fue menor del 10%.

2.8Determinación de aldosterona.

La curva de calibración para aldosterona se construyó con una serie de tubos

conteniendo cantidades crecientes de aldosterona no radioactiva que abarcó un rango

desde O pg hasta lOO pg. La hormona radioactiva D-(l,2-'1ll (ND-ALDO poseía una

actividad especifica igual a AE=52.00 Ci/mmol.

El anticuerpo rnonoclonal usado se obtuvo a partir de un hibridoma de ratón

(137), siendo el titulo del mismo l/3000.

2.9Determinación de corticosterona

La curva de calibración para corticosterona se construyo con una serie de tubos

conteniendo cantidades crecientes de corticosterona no radioactiva que abarcó un rango

desde Opg hasta 1000 pg. La hormona radioactiva I)-(l,2-Jll (l\'))-B poseía una actividad

específica igual a AE=(50.00-60.00) Ci/mmol.

El anticuerpo policlonal usado se obtuvo a partir de suero (le oveja (138), siendo

el título del mismo 1/4000.

2.10Cálculo dela masa del esteroide en estudio.

Una vez obtenidos los datos de esteroide libre (en cpm) se deben hallar los valores

de esteroide unidoal anticuerpo (en cpm) los cuales serán transformados a valores de
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masa de esteroide mediante un programa de computación ([39) que ajusta los valores

obtenidos de la curva de calibración, a una función matemática de cuatro parámetros

fijos.

Dicho programa calcula los valores (le A, B, (.Ïy l) por iteración:

A-I)1 "d=———-.1
(m o l...4199115 )

(.

Siendo A la máxima cantidad unida, B la pendiente (le la Curva en el punto de

inflexión, C la concentración efectiva 50 y l) la unión inespecífiea.

Una vez obtenidos estos parámetros, se determina la masa incógnita del esteroide

despejando la misma de la ecuación anteriormente hallada.

Cuando se trate de datos correspondientes a incubaciones realizadas a partir de

mitocondrias de glándulas adrenales los datos se expresarán como masa de esteroide/mg

de proteína ó masa de esteroide/masa adrenal. Las proteínas de las fuentes enzimáticas se

determinaron por el método de Bradford, M.M. (l40).

2.11Determinación del Título del anticuerpo.

Se detallará aquí la determinación del título del anticuerpo antialdosterona; de

manera similar se procedió para hallar el título del anticuerpo anticorticosterona. Se

prepararon distintas soluciones con concentraciones crecientes de anticuerpo

antialdosterona usando como solvente de dilución buffer borato 0.1M, a pH=8,

conteniendo 5% de etanol. Las diluciones abarcaron un rango de l/lOO a t/l0.000. A

cada tubo se le adieionó el marcador radioactivo (5.000 dpm), disuelto en el buffer

descripto anteriormente en la determinación por RIA. El procedimiento se desarrolló de

manera similar a la deseripta en la misma sección, de manera. -:ledeterminar el esteroide

unido al anticuerpo. Se trazaron curvas de esteroide unido específicamente al anticuerpo
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en función de la dilución de anticuerpo utilizada (Figura 2.4). Se elige como titulo del

anticuerpo aquella dilución que permita la formación de complejo aldosterona-anticuerpo

equivalente al (40-60)% del esteroide total agregado, el cual cn este caso es de 5.000

dpm. Las diluciones elegidas para los anticuerpos de aldosterona y de corticosterona

fueron de 1/1000 y 4.000 respectivamente.

04- 7.
o 4 s

mlmmnmj'

Figura 2.4: Curva para el cálculo del título de anticuerpo :ntialdosterona.

CONDICIONES DE INCUBACION: Descripción y Resultados

2.12Condiciones óptimas de trabajo

Hasta aquí hemos visto algunas de las condiciones standard de trabajo pero

recordemos que lo que necesitamos son todas las condiciones trás apropiadas de trabajo.

¿Habrá un sistema- buffer en donde la enzima trabaje mejor? ¿Se podrá mejorar la
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actividad de la enzima si por ejemplo aumentamos la concentración de Ca“? Tratemos

de ver entonces qué ocurre si variamos por ejemplo algunas de las condiciones bajo las

cuales ocurre la incubación.

2.13Elección del buffer apropiado

Se probaron distintos bulTers para las incubaciones usando como sustrato tanto

l l—desoxicorticosterona como corticosterona. Las incubaciones se llevaron a cabo como

fue descripto anteriormente y las determinaciones de cantidad de aldosterona

biosintetizada se realizaron por radioinmunoensayo.

Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 2.2

:ÉÜFÍÏÉÍÍ _ ng de ALDO ¡igde ÁLñÓ.’ i

" A PARTIR DE DOC ÉÉÁÏÁÍEÏJBPÏEJIÏÍE

” "it-24 :t0.46 >l.7_9_i0._0'9 ' > '*

3 0.391417

_ 1.64 10.21

1.55i026

Tabla 2.2: Cantidad de aldosterona obtenida a partir de l l-dcsoxicorticosterona y a

partir de corticosterona en incubaciones usando los bufTer indicados, y utilizando

NADPH como cofactor. Los valores informados son referidos a lOOplde incubado La

temperatura de incubación fue de 37°C y el tiempo de 30 minutos.

En cuanto a la composición de los bulTers, en el caso del buffer bicarbonato, está

descripta en la Tabla 2. l. El bufTer Krebs-l'osl‘ato es de igual composición que el anterior,

sin el agregado de NaCOJH, teniendo en consideracrón que el pH de trabajo sea 7,4. El

buffer Tris es 20mM y el buffer lIepes es de igual molaricïad. Todas las soluciones

fueron isotónicas.
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Como se puede apreciar la mayor actividad se consiguió usando el buffer

bicarbonato (Krebs Ringer bicarbonato- glucosa). Por lo tanto éste será el buiTer utilizado

para las futuras incubaciones.

2.14Tiempo de incubación

Se estudió el comportamiento enzimático en incubaciones llevadas a cabo a

distintos tiempos. Para ello se partió (le luM de ll-d(:0xic0rticosterona usando

mitocondrias de cápsula adrenal como fuente enzimática y NADPI-l como cofactor', la

temperatura de trabajo fue de 37°C. Se vio que la enzima cumplía con un comportamiento

lineal los primeros 45 minutos de incubación (Figura 2.5).

8
DOC: ALDO

8

8

pgde¿[WMA/loan!deInc.

8

0 20 33 40 f0

TIEMPO (min)

Figura 2.5: conversión DOC a ALDO. (Valor :1:desvio standard de dos experimentos

llevados a cabo por duplicado)

2.15Requerimientos de iones Ca++y/o Mg,++

En estudios esteroidogénicos con mitocondrias adrenales; de diferentes especies se
., - 2 2 ­

ha centrado la atencron en el aparente rol que los ¡ones Ca ' y Mg ' Juegan en la
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actividad enzimática de formación de aldosterona (14 l ). Por esta razón se creyó oportuno

considerar los efectos de la presencia o no de ambos iones divalertes.

En este punto se investigó cuál es la incidencia en la reacción bioquímica de la

presencia de estos iones en la solución utilizada como buffer de incubación. Para ello el

protocolo de trabajo fue el siguiente:

SUSTRATO CaCI2 MgClz

DOC - ­

DOC + ­

DOC - +

DOC + +

n _ _

Tabla 2.3: Protocolo seguido para investigar la influencia de los iones calcio

(2.8}LM)y magnesio (|,2uM) en solución, la concentración de los iones utilizada fue

la correspondiente a la presente en el buffer Krebs-Ringer bicarbOnato-glucosa.

Concentración de DOC y de B 111M,tiempo de incubación 40 minutos, temperatura

de trabajo 37°C.

Para este estudio las concentraciones de calcio y magnesio fueron las mismas que

las utilizadas en el bulTer Krebs Ringer bicarbonato-glucosa. (Tabla 2.1), al cual se le

agregó o se obvió el agregado del ión correspondiente, manteniendo la fuerza iónica

constante.

Una vez realizado este experimento se procedió a estudiar cuál era la

concentración óptima de estos iones en solución (Sección 2.17 y 2.18). Para ello se
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utilizaron diferentes concentraciones de uno de los iones y presencia de una

concentración constante del otro ión.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 2.6.

pgDEALDOSTERONA/IOOulInc.

pgDEALDOSTERONA/lOOulInc.

Figura 2.6: Conversión de: Panel A) DOC a ALDO, PaneI B) B a ALDO en

presencia o ausencia de los iones divalentes Ca” y Mg“. * p< 0.05; "p< 0.01 y "*

p< 0.001 todos respecto del control
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Como se puede apreciar la presencia de los iones Ca" o MgH estimula la

producción de aldosterona, a partir de ll-desoxicorticosterona y a partir de

corticosterona. La presencia simultánea de ambos, por otro lado, causa un efecto

sinergístico a partir de l l-desoxicorticosterona.

A partir de ambos gráficos se concluye que es necesario agregar ambos iones en

los medios de incubación

2.16Reemplazo del ión Ca++por otros ion es.

Se estudió hasta aquí qué ocurría con los iones Ca y Mg” observándose que la

presencia del ión Ca” era necesaria. Nos podríamos ahora preguntar si podríamos
I. I +4

cambiar este ¡ón por otro que tenga igual carga, por ejemplo Sr o Zn pero distinto

radio iónico ¡manteniendo la concentración igual en todos los casos (2.8 uM). Las

concentraciones de ión calcio y de ión magnesio corresponden a las concentraciones

usadas en el buffer Krebbs-Ringer bicarbonato, glucosa. Veamos entonces cuál será el

protocolo a seguir. (Tabla 2.4).

SUS’I‘RATO ca” sr“ ¡“1+ Mg......

DOC + _ _ _

DOC _ .¡_ _ _

DOC - _ _¡, _

DOC - _ _ _I_

Tabla 2.4: protocolo para el estudio del cambio de iones Cal-“I-por otros de diferente

radio iónico e igual carga. La concentración de los iones utilizada fue 2.8 th

Concentración de DOC lpM, tiempo de incubación 40 minutos, temperatura de

trabajo 37°C.
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Los datos obtenidos en estos experimentos se hallan en la figura 2.7.

U- a- DOC A ALDOa _l_
z _:.
Z
O
M 2­

E
O

3
¡fl 1'
D

En I ***

O . , ', ' ñ
Ca++ 5”; Zn4+ Mg“.

ION AGREGADO

Figura 2.7: Incidencia del ión divalente agregado al br-fl'er de incubación,

concentración de los iones divalentes 2.8 uM . * no significativo; "p< 0.0| y *”

p< 0.001 todos respecto del control con el ión calcio.

De esta forma, los resultados sugieren que el ión Ca' " es el óptimo entre los iones

divalentes probados.

2.17¿Cuál es la concentración óptima de Calcio?

Sabemos hasta aquí que el ión calcio es importante en la transformación de l l­

desoxicorticosterona a aldosterona; se estudió luego entonces cuál es la concentración

apropiada para el- trabajo de laboratorio. Para ello se realizaron experimentos a
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concentración constante de ión magnesio (¡.2uM) y concentraciones variables de ión

calcio desde 0 a 3.7uM. Los datos obtenidos se encuentran graficados en la Figura 2.8.

_ DOCaALIX)
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Figura 2.8: Conversión de DOC a ALDO a concentraciones (le Ca variables, desde 0 a

3.7].1M. Concentración de DOC y de B lpM, tiempo de incubación 40 minutos,

temperatura de trabajo 37°C. * no significativo; **p< 0.01 y “* p< 0.00] todos respecto

del control.
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Como se puede ver la producción de aldosterona a partir de l l­

desoxicorticosterona aumenta en forma dependiente de la concentración de CaH mientras

que a partir de corticosterona la producción de aldosterona aparenta aumentar hasta ¡,5

uM de CaH y luego desciende a concentraciones mayores, aunque todas las diferencias

no son significativas.

Hasta aqui entonces, se ha determinado la influencia del ión Ca en la

producción de aldosterona.

Por otro lado, comparando los paneles A y B de la Figura 2.6 y los paneles (le la

Figura 2.8, se observa que las variaciones de la producción de aldosterona producida por

la presencia de los iones divalentes son significativamente diferentes a partir de ll­

desoxicorticosterona en forma comparativa que a partir de corticosterona. Estas

diferencias pueden deberse a:

i) a partir de ll-desoxicorticosterona se habilitan caminos alternativos que no son

transitados cuando se incuba con corticosterona como sustrato (Figura 2.8).

ii) una enzima diferente a la que cataliza la transformación de corticosterona a

aldosterona, convierte l l-desoxicorticosterona a corticosterona,

La primera hipótesis requeriría estudios usando como sustratos esteroides

pertenecientes a los caminos alternativos, lo cual no será abordado aquí.

La segunda hipótesis puede ser puesta a prueba midiendo, bajo las mismas

condiciones experimentales, la transformación de l|-desox¡corticosterona a

corticosterona.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2.9. Se observa entonces que el

comportamiento de DOC a B es diferente que el de B a ALDO y semejante al de ll­

desoxicorticosterona a aldosterona (comparar Figura 2.9 con Figura 2.8). Esto

corroboraría la existencia de dos enzimas.
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ngDECORTICOSTERONA/IOOuJINC.

Figura 2.9: Conversión de DOC a B a diferentes concentraciones de Ca”,

desde 0 a 3.7pM Concentración de DOC lpM, tiempo de incubación 40

minutos, temperatura de trabajo 37°C. *p< 0.0] respecto del control, la otras

diferencias no son significativas.

2.18¿Cuál es la concentración óptima de Magnesio ?

Veamos ahora cuál es la concentración más apropiada de trabajo con respecto a la

concentración del ión magnesio en solución.
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I noc n ALDO
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Figura 2.10: Conversión de DOC a ALDO a diferentes concentraciones de

Mg”, desde 0 a 2.1;1M. Concentración de DOC y do B lpM, tiempo de

incubación 40 minutos, temperatura de trabajo 37°C. ’p< 0.01 respecto del

control, la otras diferencias no son significativas.

Para el caso de DOC a ALDO se observan diferencias las que son poco

significativas p< 0.01. En el caso de B a ALDO no se observan diferencias. Por lo tanto

el ión MgH infl'uye levemente en los últimos pasos de la conversión de ll­
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desoxicorticosterona en aldosterona, no existiendo grandes variaciones con la

concentración del ión.

2.19Métodos separativos: Sistemas crom atográficos

Durante el curso de estos trabajos (le laboratorio se hizo necesario encontrar

métodos separativos adecuados para poder así evaluar a los esteroides tanto cuali como

cuantitativamente. En este sentido, se necesitan sistemas dc desarrollo rápido, capaces de

separar los diferentes compuestos lB-hidroxilados los cuales, en algunos casos, poseen

una alta inestabilidad. Como se verá a continuación se han utilizado cromatografras en

papel, cromatografras en placa delgada y IIPLC.

2.19.] Cromatogralïa en papel

En los casos en los cuales se necesitó utilizar cromatografía en papel como

método separativo el sistema utilizado fue Bush B5. Este sistema utiliza la mezcla:

Benceno : metanol : agua (l : 0.5 : 0.5) como solvente de corrida. Es de hacer notar que

esta mezcla consta (le dos fases en equilibrio, una rica en solvente orgánico, y usada

como fase móvil y la otra rica en solvente acuoso, usada como fase fija (¡42).

Se trata de una cromatografia descendente, que utiliza papel Whatman N°l en

forma de cortina con tiras de 2 cm de ancho por 45 cm de largo separadas por una luz de

0.5 cm de ancho. El ancho de las tiras se adaptó de forma la de poderlas pasar por el

radiocromatógrafo. En este sistema se usó rojo de metilo como colorante marcador del

frente de la corrida. Se sembró entonces en una calle el colorante y en las demás calles

los esteroides a estudiar. Las determinaciones cualitativas se sembraron en punto

mientras que para las determinaciones cuantitativas la siembra se realizó en banda.

Una vez realizadas las siembras se colocan las tiras de papel en las cubas

cromatográficas dejando llegar al equilibrio por espacio de una hora; luego sc desarrolla
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el cromatograma colocando en la navecilla la mezcla (le solvente de corrida (fase móvil).

Se trabaja en un cuarto termostatizado a 28°C. La duración de la corrida es de

aproximadamente cuatro horas y media.

La detección de los compuestos fue realizada por observación a luz de 254 nm si

se trata de muestras radioinertes. Es de hacer notar que los esteroides que absorben a

240nm (A4.; ceto) se pueden detectar con una lámpara UV de onda corta utilizando una

emisión principal de 254nm. El papel fluoresce levemente con una emisión azulada y la

mancha del esteroide aparece más oscura identificándose así su posición por contraste

con el fondo.

Pero, cuando las sustancias a detectar eran radioactivas se utilizó un

radiocromatógrafo con detector [3 tipo Geiger-Müller. En ambos casos se eluyeron los

compuestos de la siguiente manera: la zona del papel conteniendo al esteroide fue cortada

en cuadraditos de aproximadamente 0,5 cm de lado y puestas en erlenmeyer de 25 ml.

El solvente de elución fue metano] en general, sin embargo para el caso del

dímero de l8-hidroxicorticosterona (ver más adelante) se estudió si en esta extracción no

influía el solvente de elución, entonces también se probó extraer con cloruro de metileno.

Los erlenmeyer fueron tapados con parafilm y puestos en un agitador. Al cabo de

15 minutos se volcaron los eluídos en un tubo para la posterior evaporación del solvente.

Este proceso se realizó tres veces habiéndose comprobado con anterioridad que el grado

de recuperación del material con este protocolo es del 99%.

2.19.2 Cromatografía en capa delgada

En los casos en los cuales se necesitó utilizar cromatografla en capa delgada se

recurrió a cromatofolios de aluminio de silicagel 60 con indicador de fluorescencia para

cromatografia en capa delgada (Merck). En este sistema la mezcla utilizada como fase

móvil fue: ClzCHz: CI'IJOI'I : (31-1ch (86:7:7) y se eligió esta composición de solventes

basándose en trabajos anteriores como por ejemplo el de Quesenberry, R.O. et al.(l43) y

trabajos realizados en nuestro laboratorio ([44).
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Se trata de una cromatografía ascendente, donde el frente de corrida es observado

directamente. Se sembraron entonces los esteroides a estudiar disueltos en Cl2C2Hzo en

Cl-I3Ol-l.Las determinaciones cualitativas se sembraron en punto mientras que para las

determinaciones cuantitativas la siembra se realizó en banda.

Una vez realizadas las siembras se colocaron las placas en cubas de cromatografia

conteniendo el solvente en cuestión, teniendo la precaución que la cuba esté saturada. Se

desarrolló la corrida la cual tuvo un tiempo de corrida de aproximadamente una hora y

cuarto. La detección de los compuestos fue realizada por observación a luz de 254 nm si

se trata de muestras radioinertes. La placa fluoresce gracias al indicador de fluorescencia

y así la mancha del esteroide aparece más oscura identificándose su posición por

contraste con el fondo.

Pero, si las sustancias a detectar eran radioactivas entonces se utilizó un

radiocromatógrafo con detector B tipo Geiger-Müller. En ambos casos se extrajeron los

compuestos de la siguiente manera: la zona de la placa conteniendo al esteroide l'ue

raspada y la sílica conteniendo al esteroide colocada en pequeñas columnitas con lana (le

vidrio que tendrá la función de retener la sílica raspada y dejar pasar al esteroide en

cuestión solubilizado.

El solvente de elución fue ClzClI; :.CH3Oll (95:5). Se recogió el material en

estudio en 4 ml de esta mezcla la cual fue llevada a sequedad (en atmósfera de N2) para

su posterior dilución en un volumen conocido de un determinado solvente. Uno se podria

preguntar aquí ¿por qué no se utilizó metanol sólo para eluir las muestras, siendo el

metanol uno de los mejores solventes para la solubilización de los esteroides? Es de hacer

notar que la sílica es parcialmente soluble en metanol, entonces si bien solubilizaria al

esteroide también estaria disolviendo a la sílica que lo contiene. No ocurre lo mismo con

el cloruro de metileno, pero para mejorar la interacción de la solución con la sílica

raspada de la placa se coloca un pequeño porcentaje de (Il-130“ resultando de esta

manera una mezcla un poco más polar.

2.19.3 Cromatografía cn HPLC
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Hasta aquí hemos visto la separación de esteroides mediante dos tipos diferentes

de cromotografias, pero ¿qué es lo nuevo que aporta la cromatografía de alta presión? El

sistema de detección de los dos métodos anteriores es pobre frente al dato aportado por el

detector UV de los equipos de HPLC. Este sistema de resolución resulta también mucho

más rápido que los dos anteriores. Pero, entonces ¿por qué no usar directamente este

sistema? La cromatografía en papel por ejemplo admite mayor cantidad de muestra. En la

cromatografía por HPLC se hace dificultosa la separación de l8--hidroxicorticosterona y

aldosterona mientras que en capa delgada la separación es mejor.
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Capítulo 3 lnhibición de la formación de la aldosterona por

el cortisol en la mitocondria de adrenal de rata.

3.l Enzimas sensibles a cortisol y no sensibles a cortisol.

Introducción

El principal camino biosintélico desde l l—de0xicorticosterona a aldosterona en la adrenal

de rata involucra la siguiente secuencia: l l-desoxicosticosterona "‘> corticosterona —> 18­

hidroxicorticosterona —> aldosterona (83;l45)(Figura 1.7).

Estas conversiones, que consisten en hidroxilaciones en las posiciones llf} ó 18, son

dependientes tanto de NADl’ll como de 02 y están cataliïadas por enzimas de Ia lamilia de los

citocromos P450.

El humano, el ratón y la rata poseen dos citocromos P450 (¡02;l46-l48) con actividades

de lB-hidroxilasa (CYPl lBl y CYP] ll32, ver Introducción), siendo esta actividad dependiente

del sustrato para cada una de las enzimas. Así es como ambas enzimas catalizan el paso de ll­

deoxicorticostcrona a corticosterona.

La enzima CYPl lBl catalizaría el paso de l l-desoxiconicosterona a 18­

hidroxicorticosterona (52;l01;l49;l50), mientras que sólo el citocromo CYP] 1132catalizaría el

paso de corticosterona a l8-hydroxicorticosterona y a aldosterona (150). Todos estos caminos

biosintéticos fueron dilucidados usando las enzimas purificadas. No ha habido una validación

usando mitocondrias como fuente enzimática. Sin embargo esta validación es importante ya que

las actividades de los citocromos de la esteroidogénesis adrenal son dependientes cn extremo, por

ejemplo, de su entorno Iipídico (lSl-IS3), Ia presencia de antioxidantes endógenos (134;154) y

dilución (20) dentro de una gran cantidad de factores que los afectaría.

lloy en día se ha aceptado que el citocromo CYPll32 está confinado en la zona

glomerulosa y que el CYPl lBl existe en la zona fasciculata aunque la existencia del citocromo

CYPllBl en la zona glomerulosa está aún en discusión. Muchos grupos de investigación

sustentan esta posibilidad (95',l 55;l56) así como también existen otros grupos que no concuerdan

con esta teoría (97;l 57;] 58).

La l8-hidroxicorticosterona se produce en las tres zonas corticoadrenales pero, Ia
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aldosterona, sólo se forma en la zona glomerulosa de la misma, no existiendo una explicación para

la biosintesis exclusiva de aldosterona en esta única zona.

El cortisol no se produce en la glándula adrenal de la rata. Se sabe que en las incubaciones

en las cuales se usan glándulas adrenales de vaca dicho esteroide se convierte a l8-hidroxicortisol

y lB-oxocortisol (l l8',l l9;l 59) usando el mismo sistema enzimático que utilizaría la

transfonnación de corticosterona a l8-hidroxicorticosterona y a aldosterona. Emeric-Blanchoulin

et al. (160) han confimtado que el cortisol inhibe la conversión tanto de corticosterona como de

lB-hidroxicorticosterona a aldosterona en la glándula adrenal de pato.

Como se verá en la discusión, este inhibidor extraño al sistema, será utilizado para la

caracterización y la categorización de las enzimas presentes en un dudo tejido.

En el trabajo de laboratorio se ha utilizado al cortisol para inhibir la formación de

aldosterona a partir de diferentes sustratos, y para categorizar a las reacciones involucradas en el

metabolismo de ll-deoxicorticosterona por la corteza adrenal de rata en reacciones enzimáticas

sensibles a cortisol y no sensibles a cortisol.

3.2 Materiales y métodos

[l,2-3l l]-l l-deoxicorticosteronag [I,Z-JH]-corticostez'ona y [1,2]! l]- I8­

hidroxicorticosterona fueron adquiridas en Amersham Corporation (Arlington Heights, ll). l l,l8­

Epoxicorticosterona (l8-desoxialdosterona (82;161;162)), tanto radioactivos como radioinerte

fueron obtenidos a partir de l8-hidroxicorticosterona por el método de cloruro de metileno

saturado con ácido p-toluensulfónico (l 19). Los otros esteroides rndioinertes como así también los

reactivos usados para la preparación de los bullers fueron comprados a Sigma Chemicals (St.

Louis, MO).

3.2.1 Preparación e incubación (le las mitocondrias

Ratas Cl-lBB-Thom (150-200 grs.) fueron sacrificadas por decapitación y sus adrenales se

removieron rápidamente, se las colocó inmediatamente en solución salina (NaCl 0.9%), se las
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limpió de los ácidos grasos que las rodeaban así como de los tejidos circundantes y finalmente

fiieron decapsuladas. Las cápsulas adrenales se homogeneizaron en un buffer Krebs-Ringer­

bicarbonato-glucosa de pl-I=7.2, y las mitocondrias fueron separadas por centrifugación como se

ha informado anteriormente (76). El pellet final de mitocondrias fue recontituído en el mismo

buffer y se tomaron alícuotas (0.6 mg de proteínas mitocondriales). Las ¡ncubaciones se realizaron

en un volumen final de 0.5ml en presencia del esteroide radioactivo como sustrato, con o sin otro

esteroide radioinerte (ver resultados). Las incubaciones fueron iniciadas por el agregado de 0.5mM

de NADPH y fueron interrumpidas colocando los tubos en un baño de hielo-agua durante lS

minutos. Los sobrenadantes (le las incubaciones se obtuvieron por centrífugación de las muestras a

10.000 rpm durante lO minutos y se extrajo dos veces con 5 volúmenes de cloruro de metileno. La

recuperación en esta extracción fue constante en todas las muestras y su valor fue de 96 %.

3.2.2 Separación y cuantificación

Se agregó al sistema conteniendo el esteroide biosintetizado una pequeña cantidad del

esteroide a estudiar para así estimar la eficiencia de la recuperación (163). Por otro lado se usaron

esteroides no radioactivos los cuales fireron agregados a la solución conteniendo al esteroide

radioactivo (el del extracto orgánico) para determinar la recuperación luego de la separación por

placa de TLC y posterior cuantificación por cromatografía de llPLC. Este último procedimiento

fue empleado anteriormente en el laboratorio (l 18) y es altamente recomendable como una

elección alternativa en estudios biosintéticos.

Luego de agregar una cantidad conocida del esteroide a ser medido (ópg) los extractos

orgánicos fueron sembrados en placas de sílica gel con indicador de UV usando como solvente de

corrida la mezcla cloruro de metileno metanol acetonitrilo (86 : 7 7). La posición de los

distintos productos se reveló al UV y el área correspondiente a cada esteroide fue cuidadosamente

sacada de la placa y usada para empaquetar pequeñas columnitas conteniendo lana de vidn'o como

soporte inferior de las mismas. Para este propósito, la sílica extraída de la placa (aproximadamente

80-120mg dependiendo de la mancha del esteroide) fue empaquetada en unas columnas plásticas

cónicas de lcm x Scm (donde la altura de la sílica será de aproximadamente lcm). Los esteroides

fueron posteriormente eluídos de estas columnas con una mezcla de clomro de metileno: metano]
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en proporción 95:5. Los eluatos fueron evaporados bajo N2a 37°C, reconstituidos en un volumen

dado de metanol y resueltos usando cromatografía por HPLC (bomba P-lOO, detector UV-lOO e

lntegrador SP-4600 de Spectra Physics Analytical (Fremont, CA, USA)). Las condiciones para la

cromatografía en HPLC fueron las siguientes: la columna usada fue una “Bondapack C-l8, la

detección se realizó a una absorbancia de 254nm, la fase móvil utilizada fue una mezcla metanol :

agua (3:2), y el flujo fue de 0.8 ml/min.

Los eluídos de la columna de HPLC fueron colectados en Fracciones de 0.26 ml a lo largo

de toda la com'da y la radioactividad (en cada una (le ellas) se midió en un contador de centelleo

líquido. La radioactividad del esteroide correspondiente a cada pico resuelto en esta cromatografía

se calculó sumando las radioactividades de las fracciones colectadas asociadas con el pico. A esto

se lo llamará de ahora en más pico-radioactivo.

La masa del esteroide correspondiente al pico resuelto por HPLC, al cual se denominó

pico-masa, se calculó por comparación con una curva de calibración obtenida con el esteroide

standard correspondiente.

La recuperación fue calculada de la siguiente forma:

%Rec. r pico-masa x VIx I00 / (Va x 611g)

siendo Vt el volumen total en el que se encuentra la muestra en cuestión y Va el volumen de la

alícuota inyectado en el HPLC (25pl). Como la masa del esteroide endógeno es despreciable

frente a la masa del esteroide exógeno agregada al extracto orgánico (6ug), el pico-masa puede ser

tomado como el correspondiente al trazador exógeno.

Las recuperaciones fueron luego usadas para calcular el “pico-radioactivo”, para ello se

utilizó la siguiente fórmula:

Radioacli vidad del esteroide X = pico de radirmclividad x 100/%Rec.

donde el esteroide X es el esteroide a determinar.

Los tiempos de retención usuales fueron: 4.9 min. para corticosterona, 6.9 min. para

aldosterona y 7.8 min. para l8-l1idroxicorticosterona.

La pureza'del esteroide radioactivo colectado luego de la corrida por HPLC se confirmó
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por recn'stalización hasta actividad específica constante. Para este: propósito, al extracto orgánico

del medio de incubación se le agregó 6.3mg de aldosterona no radioactiva la cual fue recristalizada

usando como solvente la mezcla acetona : agua. Este procedimiento fue repetido hasta llegar a

actividad específicaconstante (AEl).

Por otro lado, al pico de "aldosterona" radioactivo eluído de la corrida por llPLC se le

agregó una cantidad de aldosterona igual a (6.3mg x %Rec./ 100). La actividad específica de esta

fracción luego de la recn'stalización (AE2) se comparó con la actividad especifica anteriormente

hallada (AEl). El criterio seguido para confirmar la pureza del esteroide colectado luego de la

cromatografía por HPLC fue el siguiente:

l) Si AE2 es menor que AE], indicaría que la sustancia no está pura.

2) Si AE2 es igual a AE], indican'a pureza de la sustancia y

3) Si AE] es menor que AE2 puede indicar un error ya que este resultado no tiene sentido.

En unos pocos experimentos se usó cortisol tritiado como sustrato y los radiometabolitos

fueron analiudos como se describió anteriormente.

3.2.3 Misceláneas

Las proteinas fueron medidas por el método de Bradford, M.M. (MO).

La unión específica de cortisol y l8-hidroxicortisol a la mitocondria adrenal se determinó

como ya fue informada anteriormente en otros trabajos (l47).

3.3 Resultados

3.3.1 Cuantificación de radiometabolitos

En estudios preliminares se ha determinado la purem de ‘os esteroides aislados del medio

de incubación luego de separación por cromatografias sucesiva, TLC-HPLC (ver Parte

Experimental), mediante recristalizaciones en acetona/agua (164;]65) hasta actividad especifica

constante. Para ello se agregó 6.3mg de aldosterona fi‘ía al extracto orgánico del medio de

incubación para proceder luego con las sucesivas recristalizaciones.
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La actividad especifica baja a través de los sucesivos pasos de recristalización desde 333.0

dpm/pg hasta alcanzar un valor constante de 91.6 dpm/ug (AEI ).

Por otro lado, al radioactivo de comportamiento similar a aldosterona eluído del HPLC

(ver parte experimental) se le agregó una cantidad de aldosterona no radioactiva equivalente al

producto 6.3mg x % Rec/100 luego de colectarla en el HPLC (Ver parte experimental).

La actividad específica de esta fracción fue (le 92.0 dpm/ug (AEZ). Las subsecuentes

recn'stalizaciones de esta fracción no produjeron una bajada en est-3valor (9| .6 dpm/pg).

Los valores similares de AEI y AEZ permiten concluir que el material que se comporta

como aldosterona luego de las separaciones por TLC y HPLC es exclusivamente aldosterona (Ver

parte experimental). Resultados similares fueron obtenidos para otros productos.

'FÏR’ÁEÜÏÜÑ ACTIVIDADESPEClFlCA

m (dpm/pg)
Ïíi'siijeuu 355.6“

‘ï ‘ï 83.6 __
91.9

—""5i.'6

Tabla 3.l: Actividad específica (AE) de la fracción que se comporta como si fuera

aldosterona. La fracción inicial corresponde al extracto orgánico del sobrenadantc luego

de la incubación de las mitocondrias adrenales con lpM de ll-deoxi-corticosterona

durante 45 minutos en presencia de NADPH 0.5mM (Ver parte experimental para

más detalle).

3.4 Capacidad biosintética para aldosterona

Como se vio en el párrafo 2.14 la formación de aldosterona a partir de IMM de ll­

deoxicorticosterona fue lineal hasta los 45 minutos.
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La biosíntesis de l8-hidroxi-l l-deoxicorticosterona, corticosterona y aldosterona a partir

de ll-deoxicorticosterona, asi como también l8-hidroxicorticosterona y aldosterona a partir de

corticosterona se midieron a concentraciones de sustrato variables. [a aparente KM y Vináx se

han obtenido mediante gráficos de Lineweaver-Burk y se muestran en la Tabla 3.2

i'm-(an)-s TR‘ÁTÜ‘á-ïïPRODUCTO VMAX

("mol-min x mg proteínas)

r. T3 ' 175.516”m
7 18OHDOC 53,214.2‘ï ¿(mima "i”­

l8OHB l.37:!:0.09
I ._ _ ALDO raid; 0.69.4c0.09
3 íáïiÁÍn-tr: ALDO 1.275,9 0.]l:|:0.02

Tabla 3.2: KMy me aparentes. Abreviacionesusadas: DOC: l I-deoxicorticosterona,

B: corticosterona, 18 OHDOC: lS-hidroxi-l l-deoxioorticosterma, ALDO: aldosterona,

¡8 DAL: l l, l 8-qaoxycortioosterona, l8 OHB: lB-hidroxicortimsterona.

Los valores de KMy VMAXfiiei‘oncalculados a partir de gráficos de Linenwenver-Burk, los

cuales fiieron construidos a partir de seis concentraciones diferentes de sustrato, por

duplicado.

3.5 Efecto de cortisol

La adición de lOpM de cortisol a las incubaciones con IMM de ll-deoxicorticosterona

baja la producción de aldosterona mientras que las producciones de lS-hidroxi-l l­

deoxicorticosterona y corticosterona no fueron afectadas o aumentó muy débilmcnte (Tabla 3.3).

Estos resultados sugieren que el cortisol está disminuyendo la producción de aldosterona a partir

de l l-deoxicorticosterona inhibiendo un paso posterior a la formación de corticostcrona.
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Además, la presencia de 10 “M de cortisol también decrece las producciones de l8­

hidroxicorticosterona y aldosterona a partir de corticosterona (Tabla 3.3), quedando así

confirmado que el cortisol inhibe el metabolismo de corticosterona.

En miras de investigar que' tipo de inhibición ejerce el cortisol sobre la producción de

aldosterona a partir de corticosterona, se obtuvieron los gráficos de Lineweaver Burk. La figura l

muestra una típica inhibición competitiva para la formación de aldosterona a partir de

corticosterona usando como inhibidor cortisol, siendo su Ki de 2.5i0.5 “M (valor i desvio

standard).

3.6 Unión del cortisol y su metabolismo

Se ha mostrado previamente que el cortisol y la corticosterona muestran un sitio de unión

al citocromo mitocondn'al en la zona glomemlosa de la glándula adrenal bovina, así el cortisol

resulta ser un inhibidor de la transformación de corticosterona en aldosterona (76).

Para poner a prueba esta hipótesis en la mitocondria de la glándula adrenal de rata, se han

realizado estudios de “binding” con las preparaciones antes descriptas.

El cortisol tritiado se une específicamente a la mitocondria de la zona glomerulosa de la

glándula adrenal. Esta unión fue desplazada por cortisol radioineite en fomia dependiente de la

dosis (Tabla 3.4).
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._.h.;-'c—á-i-8;—G—b—bbdn

PRODUCTO r_ _ PROPORCION’W
1.22 :i:0.11'

180HDOC W
1.13 a: 0.11

1.00i 0.03

0.04 a: 0.06""W
0.21 :l:o.o3'

“IE-56]?“
0.4'3 :1:0.07'

1.00 :h 0.15

0.45 :l:0.06°

1.00 :l:0.16

0.69 :l:0.03W
0.35 d: 0.05"

Tabla 3.3: Proporción de la transformación de sustrato en el producto indicado a1

presencia (-|-) o ausencia (—)de cortisol sobre la proporción de la transfonnación en

ausencia de cortisol (-). Las abreviaturas se pueden encontrar en la Tabla 3. Los

resultados están expresados como la media :i: el desvío standard de dos a cuatro

experimentos llevados a cabo por duplicado.

'p< 0.02; l'p<0.01; Cp<0.05. Todos los valores de p son con respecto al control sin

cortisol. Análisis dela varianza (ANOVA).
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180HDOC

DOC

Tabla 3.4: Unión específica de cortisol a la adrenal de rata. Los datos están expresados

como la media :t el de5vío standard de tres experimentos llevados a cabo por duplicado.

(-) significa que no se agregó ningún esteroide. Las abreviaciones se encuentran

especificadas en la Tabla 3. 'p< 0.01 oon respecto al control que no tiene agregado

ltüimimaMmesteroide (ANOVA).

El agregado de corticosterona y lS-hidroxi-li-deoxicorticosterona, pero no de ll­

deoxicorticosterona, también disminuye significativamente la unión del cortisol (Tabla 3.4).

Cuando se realiza una incubación con ¡”M de cortisol tn'tiado con mitocondn'as de

adrenal de rata en presencia de 0.5mM de NADPH durante 40 minutos y se analizan los

radiometabolitos por TLC (Ver parte experimental), el pico principal de radioactividad co-migra

con el standard de 3H-lB-hidroxicortisol. El porcentaje de conversión fue del 4.0il.2% (valor a:

desvío standard, n=2).
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PROPORCION

‘—"'¡"óó“;6.65“

l l 09 :i: 0.08

‘
l 04 d: 0.06

¡.00 i 6.63

0.45 d:0.05'

‘ïkïó 16268

Si o 57 :1:0.07"

Tabla 3.5: Estudio del efecto de l l,l8-epoxioorticosteronn (lBDAL). Proporción:

transfonnación dela cantidad de sustrato en el producto indicado en presencia de ISDAL

(+) sobre la transfonnación en ausencia de l8DAL (-). Los datos están expresados como

la media :k el de5vio standard de dos a cuatro experimentos llevados a cabo por

duplicado. Las abreviaciones se encuentran especificadas en la Tabla 3. 'p< 0.05 y 'p<

0.02 con respecto al control oon y sin ISDAL (ANOVA).

3.7 Transformación de ll,l8-ep0xic0rticoster0na en aldosterona

ll,lS-cpoxicorticosterona es convertida a aldosleiona por las preparaciones

milocondrialcs usadas.

El agregado de corlisol lOuM disminuye esta conversión (le l 1,]8-cpoxicorlicostcr0na en

aldosterona. Se observa en presencia de cortisol un efecto competitivo de este último esteroide

(Figura 3. l).

La conversión de. ll,l8-epoxicorlicosterona en aldosterona también bajó en

aproximadamente un 4| i l% (p = 0.02, ANOVA) en presencia de ll-deoxiconicosterona en

concentración luM.

Por otro lado, ll,l8-ep0xicorlicoslerona inhibió las conversiones de ll­

deoxicorticosterona y l8-hidroxicorlicoslerona en aldosterona pero no la de ll­

deoxicorticoslerona en corticosterona y lB-hidroxi-l l-deoxicorlicoslerona (Tabla 3.5). Por lo
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tanto l1,18-epoxicorticosterona tiene un comportamiento similar de inhibición como cortisol

sobre los últimos pasos de la biosíntesis de aldosterona.

3.8 Discusión

Los sustratos alternativos, extraños al sistema en estudio, son sustancias que no son

producidas por el tejido con el cual estamos trabajando pero que se unen y compiten por los

mismos sitios de la enzima como si fuera un intermediario endógeno. En otras palabras, estos

sustratos alternativos inhiben la conversión del intermediario radioactivo al producto final

compitiendo por sitios comunes de la enzima, produciendo así Ullï.acumulación de radioactividad

en el intermediario y bajando la concentración de estos en los productos linales.

El cortisol cumple con todas estas condiciones requeridas: para un sustrato alternativo 0

inhibidor extraño al sistema y actúa como competidor como se ha descripto en el párrafo anterior.

Por lo tanto: a) no es producido por la glándula adrenal la cual notoriamente carece de la actividad

de l7-l1idroxilasa, b) las publicaciones de las últimas dos décadas primero sugieren (l l9) y luego

confirman (118) que el cortisol es transformado por la glándula de otras especies en 18­

hidroxicortisol y lS-oxoconisol por la enzima que convierte corlicostcrona en aldosterona. Los

primeros resultados fueron obtenidos por Chu, MD. y Ülick, S. (|66), quienes aislaron |8­

oxocortisol de la orina de pacientes con aldosteronismo primario Además, l8-ox0cortisol y |8­

hidroxicortisol son secretados, en exceso, en los pacientes con adenomas y en aquellas personas

con aldosteronismo supmnible por corticoides (167).

Más recientemente, se han obtenido evidencias cinéticas en donde el cortisol y la

corticosterona compiten por un mismo citocromo P-450 en la mitocondria de adrenal de pato

(160) y en la mitocondria de glomeiulosa adrenal bovina ( l ¡8).

Este último trabajo indica que el cortisol es metabolizado a IS-ltidroxicorlisol y l8­

oxocortisol por un citocromo P-450 mitocondrial idéntico a aquel que cataliza la conversión de

corticosterona a aldosterona. Además en la glomemlosa bovina corticosterona y cortisol se unen a

la misma proteína mitocondria] (76), y esto se ha confirmado, en este trabajo, para la ¡mitocondria

de adrenal de rata (ver Tabla 3.4).
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Figura 3.l: Gráficos de Lineaweaver-Burkpara la formaciónde aldosterona a partir de

oorticosterona (B), en el panel superior y 11,18-epoxycortimsterona (lB-DAL), en el

panel inferior. En ausencia o en presencia de cortjsol lOpM.
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En este estudio se han analizado los efectos del sustrato alternativo y extraño al sistema en

estudio (cortisol) en el camino descripto anterionnente y que va de ll-deoxicorticosterona a

corticosterona l8-hidroxicorticosterona y aldosterona asi como otros caminos entre l l­

de axicorticosterona y aldosterona en la glándula adrenal de rata.

Los pasos inhibidos por el cortisol fueron las transformaciones de corticosterona a ¡8­

hiclroxicorticosterona, l8-hidroxicorticosterona a aldosterona, IS-hidi'oxi-t l-deoxicorticosterona

a aldosterona y l l,l8-epoxicorticosterona a aldostcrona. Estas inhibiciones muestran un

conponamiento competitivo, de acuerdo a los gráficos de Lineaweaver-Burk y experimentos de

binding. Por otro lado, no se observó inhibición por cortisol en la conversión de l l­

deoxicorticosterona a corticosterona y l8-hidroxi-l l-deoxicortico:;terona.

Como se ha mencionado en la introducción, se han aislado y clonado dos citocromos P­

450 de glándulas adrenales de rata; uno, el CYPl 1B], el cual es el responsable de la catálisis de las

reacciones de la l l-deoxicorticosterona a corticosterona y l8-hidroxi-l l-deoxicorticosterona las

cuales tienen lugar en la zona fasciculata. El segundo citocromo, llamado CYP] 182, solo presente

en la zona glomerulosa, es el responsable de la catálisis de estas reacciones pero también posee

actividad de meti] oxidasa l y metil oxidasa Il, como ejemplo de ello tenemos a las actividades de

l8hidroxilasa de corticosterona y la de aldosintasa (52; l0 l ; l02;l4 5-148; l 50).

No existen dudas sobre la zonación del CYP] IB2, siendo diferente para el CYP] IBI con

el cuál existe una gran controversia. Mientras algunas publicaciones lo ubican sólo en zona

fasciculata-reticulañs (97;l 57;] 58), otras publicaciones consideran la presencia de esta enzima en

esta zona pero también en glomerulosa (95;96;l55). Nuestros resultados pueden deberse a la

validez de este segundo punto de vista o a contaminación de la preparación con mitocondrias de la

zona fasciculata-reticulaiis. Esta última conclusión puede ser plausible ya que la actividad lll}­

hidroxilación del citocromo CYPI lBl es mucho más alta que la actividad del citocromo

CYPl lBZ. (asi sería como una pequeña contaminación de la prenaración con mitocondrias de la

zona fasciculata podn’a llevar a una fuerte actividad de l lB-hidroxilación).

Por otro lado, los resultados demuestran que l l-deoxicorticosterona desplaza -poc0 pero

no significativamente bajo estas circunstancias- la unión específica del cortisol a la mitocondria de

adrenal de rata sugiriendo que ll-dcoxicorticosterona también se une y consecuentemente se

metaboliza por el citocromo CYP] lB2, sólo en una pequeña cantidad. Esto concuerda con otros

resultados obtenidos por otros grupos de investigación (94,156).
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Así como ocurre con receptores y canales (u otras proteínas transportadoras) con los

cuales se puede hacer una clasificación de acuerdo a las sustancias que los bloquean o no, también

se podn’a caracterizar a las enzimas de acuerdo a los pasos que serían bloqueados o no por un

dado inhibidor. Por lo tanto, para nuestro sistema, las enzimas que caracterizan los pasos desde

l l-deoxicorticosterona a aldosterona pueden ser del tipo sensibles;a cortisol (SC) o insensibles a

cortisol (lSC).

Cada una de estas clasificaciones o características pueden abarcar por Io menos a una

enzima ya que no se puede decir nada acerca del número máximo (le enzimas involucradas en cada

categon’a. Las enzimas CYP] IB] y CYPI IBZ que fueron caracterizadas por estudios de biología

molecular, también podrian caracterizarse en la clasificación ISC y SC respectivamente.

La preparación mitocondrial utilizada convierte eficientemente ll-dcoxicorticosteronzg

corticosterona, l8-hidroxicorticosterona, lB-hidroxi-l l-dcoxicorticosterona y l 1,18­

epoxicorticosterona a aldosterona. I’aradójicamente la conversión más alta es alcanzada con los

dos primeros sustratos, lo cual es en apariencia contradictoria con el hecho de que ambos están

antes que 18 hidroxicorticosterona en el camino biosintético a aldosterona. Esta aparente

discrepancia es conocida desde hace ya varios años (72) y sc asumió que se debe a la alta polaridad

del esteroide lS-hidroxilado (20) 0 a su conformación (72,82).

Una explicación complementaria puede ser que sólo una (enzimacataliza la conversión de

corticosterona a aldosterona. Bajo este precepto, una vez que se ha formado el intermediario 18­

hidroxiconicosterona, este puede ser convertido directamente a aldosterona sin dejar a la enzima,

entonces cuando el esteroide intermedio es agregado exogenan'zente, puede estar impedido de

alcanzar la conformación correcta para unirse al sitio activo de la enzima. Esta conformación

puede ser del tipo ll,l8-epoxicorticosterona. La última hipótesis está fuertemente sostenida por

estudios de biología molecular que han demostrado que solamente una enzima (lB-hidroxilasa­

aldosterona sintasa, CYPI lBZ) es la que está involucrada en la transformación de corticosterona a

aldosterona (52,10] ;lOZ;l45-l48;l SO).

Además el paso l 1,18-epoxicorticoslerona a aldosterona no fue realizado con citocromos

P-450 clonados o aislados.

Es bien aceptado que el camino principal de l l-deoxicorticosterona a aldosterona incluye

la secuencia de los ¡ntennediaños corticosterona y l8-hidroxicorticosterona (145). De todas

formas otros caminos también fueron propuestos (¡68,169). Uno de estos caminos alternativos
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incluye la participación de ll,l8—epoxiconicosterona (82). Los resultados encontrados muestran

que este esteroide es transformado a aldosterona por la mitocondria de la zona glomerulosa de la

glándula adrenal de rata, y esta transformación baja en presencia de cortisol. Por otro lado, l l,l8­

epoxicorticosterona muestra un perfil similar en sus efectos sobre el metabolismo de l l­

deoxicorticosterona y corticosterona que cortisol (Tablas 3.3 y 3.4). En efecto el agregado de

ll,l8-epoxiconicosterona a la incubación de ll-deoxicorticosterona con mitocondria de adrenal

de rata aumenta levemente la producción de corticosterona y disminuye la producción de

aldosterona por el mismo sustrato.

Paralelamente a estos resultados, se ha visto que la conversión de I ¡,18­

epoxicorticosterona a aldosterona es llevada a cabo por una enzima SC, por ejemplo una enzima

perteneciente a la misma categoria que los CYP] lBZ.

Con los resultados obtenidos en el laboratorio, uno se podn’a fonnular la siguiente

pregunta: Es el cortisol o uno de sus metabolitos responsable de los efectos aqui descriptos?

La respuesta parece simple y apunta al cortisol. En efecto, el cortisol se une a la mitocondria de la

glándula adrenal y su unión no se produce en presencia de ditionito de sodio, lo cual sugeriría que

el esteroide está unido a la fonna activa (oxidada) del citocromo P450. Por otro lado, el principal

metabolito aislado de las incubaciones con cortisol con mitocondrias parece ser l8-hidroxicortisol,

pero su conversión es muy pobre (aproximadamente el 4%) y su unión a la mitocondria adrenal es

más baja que para el cortisol (118). Finalmente, por gráficos de Lineweaver-Burk se vio que en la

mitocondria de la glándula adrenal, al igual que en la de la vaca y en la del pato (l 18;160) cortisol

se comporta como un inhibidor competitivo para el metabolismo de corticosterona a aldosterona.

Estos resultados confirmarían por primera vez a través de experimentos metabólicos,

llevados a cabo sobre mitocondrias intactas, resultados similares a los encontrados por biologia

molecular (52,10] ',l02',l45-l48',150).
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Capítulo 4 Un modelo simple para la interpretación cinética
de inhibidores suicidas

4.1Introducción

Las inhibiciones enzimáticas basadas en mecanismos no reversiblcs, también llamados

inhibiciones dependientes del tiempo o inhibiciones suicidas, son armas útiles en el estudio de

los caminos metabólicos. En estas reacciones, el inhibidor se une covalentcmente en el sitio

activo de la enzima (170473), bloqueando irreversiblemente el acceso del sustrato a dicho sitio.

Dado que, la unión es de tipo covalente e irrevcrsible, la enzima que posee este inhibidor unido

se encuentra permanentemente inactiva. Unicamente la síntesis “de novo” de la enzima puede

restaurar la actividad enzimática de la célula.

Es lógico entonces pensar que cuanto más tiempo esté actuando el inhibidor, más grande

será la inhibición; de ahí la denominación de dependiente con el tiempo.

Se han realizado muchos ensayos para poder determinar si un inhibidor sintético podría

actuar como inhibidor suicida. La estrategia utilizada para el diseño esperimcntal consiste en la

inclusión de un determinado gmpo reactivo en la ¡molécula de sustrato, permitiendo asi una

reacción covalente con el sitio activo de la enzima. Se debe tener en cuenta que el grupo reactivo

no debe cambiar demasiado la estructura del sustrato ya que de otra forma cambiaria la afinidad

de la enzima por el sustrato haciéndola, probablemente, mucho menor. Tambien debe tenerse en

cuenta, que este nuevo grupo adicionado a la molécula de sustrato no debe ser muy reactivo de

manera tal de formar uniones covalentes con otras moléculas de la célula. Entonces, cuál o

cuáles deberían ser estos grupos? [3| grupo ideal será aquel (1.16se haga reactivo sólo por la

acción enzimática, cuando el sustrato se una al sitio activo (le la enzima, permitiendo asi que la

reacción covalente tenga lugar durante la reacción metabólica (129;I32;I74;t75).Teniendo estos

lineamientos para la sintesis de un inhibidor suicida es que Merrell Dow ha sintetizado una serie

de inhibidores relacionados con sustratos esteroideos con grupos acetilénicos reactivos. En el

caso de estos inhibidores, se ha probado diferentes grupos funcionales que generan una

inhibición suicida tal es el caso de por ejemplo grupos etinilos o metilos (176)o grupos fenilos

(177), aril acetilenos (¡78). En nuestro caso se utilizó un derivado etinílico de ll­
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desoxiconicosterona (l8-etinil-ll-desoxicorticosterona (lB-EtDOC» como inhibidor suicida

(¡29:175).En la Figura 4.] se puede ver como reaccionan los grupos acelilenos cuando se oxidan.

/‘—<°
R R'

//
n-cEC— R' ——> Lx 8)

R R' *— R R'x /
0>_
R R'

Figura 4.l: Esquema de las especies reactivas formadas a partir de la oxidación de un

grupo acetileno.

Las evidencias sugieren que los sustratos acetilénicos se unen covalentemente al grupo

hemo de la proteína durante la oxidación de la triple ligadura producida por la enzima. El

oxígeno transferido por la enzima a la triple ligadura genera especies activas que reaccionan con

el grupo hemo de la enzima catalizando su formación. El oxianión formado permanecerá ligado

al hierro del grupo hemo en forma covalente(l72). Este tipo de unión propuesta es interesante ya

que tiene en cuenta la participación catalílica de la enzima, la estereoquímica del aducto formado

y la especificidad del proceso (179).

El modelo matemático más conocido para el estudio de inhibidores suicidas presupone la

competencia entre estos con cl sustrato principal, sin establecerse la variación simultánea en la

concentración de la enzima (180)

En este trabajo se intenta presentar un modelo simple para el estudio de la acción y

potencia de los inhibidores suicidas relacionándolo con la conversión enzimática de l l­

deoxicorticosterona a aldosterona (DOC-+ALDO) usando como inhibidor suicida l8-etinil-l l­

deoxicorticosterona ( l 8-EtDOC) en ratas.
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4.2Enfoque experimental para la validación del modelo matemático

El protocolo seguido para los ensayos con el inhibidor suicida fue el siguiente: se

incubaron cantidades idénticas de la enzima a inhibir -en este caso obtenida de la fracción

mitocondrial de la cápsula adrenal- en presencia o ausencia del inhibidor suicida. La fuente de la

enzima luego fue lavada para separar el inhibidor no unidoa la misma, y luego se midieron las

velocidades iniciales incubando con el sustrato especifico en ausencia del inhibidor suicida libre.

Estas velocidades fueron comparadas con las velocidades del control (enzima incubada sin

inhibidor) para asi determinar la cantidad de actividad enzimática perdida debido a la acción del

inhibidor.

El modelo matemático usado para la interpretación de estos resultados se detalla a

continuación.

4.3Modelo matemático

La reacción irreversible entre una enzima (Ii) y su inhibidor puede ser representada

COIHOZ

¡a + l ——"—>¡al

donde k es la constante específica de velocidad.

La velocidad de reacción puede expresarse como:

(¡(EI )
Id = ¡<(Í'J)(/) (l)
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donde (El), (E) y (7) representan las concentraciones de complejo enzima-inhibidor, enzima libre e

inhibidor libre respectivamente, a un tiempo I de iniciada la reacción.

Los balances de masa para la enzima y para el inhibidor resultan ser:

EO n (É) " (75’) (2)

lo -» (I) l (IC!) (3)

donde EO elo son las concentraciones iniciales de la enzima y del sustrato.

Reemplazando (E) y (l) de la ecuación l por los hallados por balance de masa

(ecuaciones 2 y 3), se obtiene:

= ¡((150—(El))(lo —(1521))(. I

Reordenando la ecuación diferencial e integrando dl entre el tiempo ccro y un tiempo I

(equivalente al tiempo al que estuvo expuesta la enzima al inhibidor suicida) y a'(EI) entre cero y

una concentración El del complejo enzima-inhibidor, se tiene que:

IE'___‘¡(”’) ——kj'dr (4)
o (¡ao ——(¡aux/o —(El D _ °

resolviendo la integral tendré que:

—lo

La ecuación (5) muestra una relación entre (El) y I. Si se asume que la concentración

inicial de inhibidor es mucho mayor que la concentración inicial de la enzima (Io>>lï0) entonces

se podría despreciar E0 frente a lo quedándonos entonces que el ln debe ser negativo para que se

siga cumpliendo la igualdad. Para que esto ocurra deberá suceder que:
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l _ (lí1)<l_ (la!)
Iso lo

Lo que implica que a medida que el tiempo aumenta (por la ecuación 5), la cantidad

decrece. Si ahora suponemos una cantidad (El), como la concentración de complejo enzima

sustrato a un tiempo I, y (El); como la concentración del complejo enzima sustrato a un tiempo

{2,se verá que para un tiempo I; tal que I;>I, se cumple que:

, SÍer l luz);-—._2—. (6
.__<_I¿I_>.i_ 1312;. )

lo lo

Se debe asumir que Io>E0, como así también que (lil) varia de (lil), a (El); para un

tiempo I, < Í]. Para un determinado intervalo (le tiempo se ve que el numerador de la ecuación

(6) varia más que el denominador. Por Io tanto, la ecuación (6-) será sólo válida si (lïI)2>(EÍ)¡.

Este resultado nos conduce a una inhibición que es dependiente del tiempo ya que (El) aumenta

con el incremento de I.

Si se asume que Io>lï0 para la ecuación (5), podemos Hogar a la misma conclusión. Por

lo tanto se puede decir que la ecuación 5 parecería describir el comportamiento del inhibidor

suicida.

La constante de velocidad k es independiente (le lo y En. así que, cambiando [o y E

diferentes experimentos se puede obtener una familia de lineas rectas paralelas.

El uso de la ecuación (5) requiere conocer (El), que puede ser medido usualmente por

conteo radioactivo u otros métodos directos de medición de ligando unido. Aquí podria ser

imposible de medir directamente, entonces se verá en la siguiente sección cómo se puede salvar

este inconveniente."
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4.4Medición de (El)

Ya se ha dicho que el protocolo usado establece que después de incubar a la enzima con

el inhibidor durante un tiempo I, alcanzando una concentración de complejo enzima-sustrato

igual a (El), se lava a la misma del inhibidor libre y se mide la velocidad inicial de la reacción

enzimática. El siguiente desarrollo matemático está basado en enzimas Michaelianas para

simplicidad.

El esquema general de reacción para una enzima qu: cumple con una cinética de

Michaelis Menten es:

k, k3

E 'l' S Z: ES —>- E 'l' P
k2

donde la velocidad estaria dada por:

donde Vmax = k,- lïo; KM r (E)69)/(IïS) en estado estacionario; y V es Ia velocidad inicial

medida en el experimento si S es la concentración inicial del susl rato específico.

El balance de masa en la reacción enzimática da como resultado que F,'()-flï)rlr(E.S).

Luego de la incubación con el inhibidor, el término (FJI) se suma a la ecuación dando de esta

forma que el balance de masa sea: BOTH?) I (ES) I-(EI) donde ('I'Íl)es ahora una constante ya que

se ha removido el inhibidor libre en solución, y la unión de I a E es irreversible.

La velocidad inicial luego del tratamiento con el inhibidor suicida (Vw)es entonces:

> KM (155;)
Vw = di = k,(l¿'S) = k¡[(lí'0 —(E) —(151)] = ¡(4151- -—(¡51) = ¡«115:­

dr - ' ' (S) '
¡«A/gsm“ _ k3(El)

(ó)
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_V13: ME
— _._

(s)

La ecuación 8 representa la velocidad inicial de la reacción enzimática tomándola como

Vw (8)

una reacción que cumple con Michaelis-Menten luego del tratamiento con el inhibidor suicida.

Comparando esta ecuación con la ecuación (7) se puede notar que el KM permanece

inalterado luego del tratamiento con el inhibidor suicida. Sólo la.velocidad inicial, Vwdecrece en

una cantidad igual a k_;flïl)/(I—IVKM/.S).El denominador de la ecuación (7) y de la ecuación (8) es

idéntico, pero habría que hacer notar que para realizar cualquier comparación entre la enzima

pretratada y la no tratada con el inhibidor se debe mantener la concentración de sustrato (S)

igual en las dos situaciones, de otra forma sería imposible cancelar los dos denominadores.

Si ahora se realiza el cociente de “la ecuación (8)/la ecuación (7)” se obtendrá la relación

V../V , o sea la velocidad inicial de la enzima tratada con el inhibidor suicida respecto de la

velocidad inicial de la enzima sin tratar. Se tendrá que tener en cuenta que sólo se puede realizar

esto si la concentración del sustrato se mantiene igual en ambos casos. Esta relación resultará:

Vw V max- k2(El)
V V max

y si reordenamos:

V_w_ l _ k2(l_il)__ l _ k2(l.ïl) _ Im
V V max kszo la?)

despejando (El) se obtendrá:

_ _ a. Vw

(1,1)- Ico[l —7-1

y si llamamos R a la relación Vw/V, se verá que:
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(El).
_ V — ¡50

R

Sustituyendo esta cantidad en la ecuación (5), se verá que:

__¡n[1_e
_ = k

lí'o —lo [gg] '
¡0

Aqui se debe asumir que lo>>l¿'0. Y siendo así, se tendrá entonces que lío-¡0210 y

(ED/1050. Haciendo estas aproximaciones, se obtiene que:

(¡0)

donde hemos llegado a una ecuación que depende del tiempo. Nótese que en la ecuación original

la relación era entre (El) y r, mientras que en este caso es entre V../Vy el tiempo.

Esta relación corresponde a una linea recta de punto de intersección con el eje y en cero y de

pendiente negativa. El valor de Ia constante de velocidad k puede obtenerse a partir del cálculo

de la pendiente de dicha recta (-klo).

A distintas concentraciones iniciales de inhibidor (lo) se obtendrá una familia (le rectas

que poseen la misma ordenada al origen y que difieren sólo en su pendiente. Es dc hacer notar

que la ecuación (lO) no depende de la concentración (le sustrato inicial (siempre sólo teniendo en

cuenta que esta concentración sea la misma para las dos reacciones) y entonces se puede decir

que será válida para concentraciones tanto saturantes como no saturantes (le sustrato.

Si la velocidad de la reacción enzimática se mide a tienïpos muy largos se puede inferir

que la relación dejará (le ser lineal. Esto puede deberse a dos razones. La primera es que el

complejo (El) podría ser metabolizado (especialmente si se están realizando las incubaciones con

organelas o células), de esta forma la concentración de (El) no sería constante en el tiempo que

dure la incubación. La segunda razón es que podría sintetizarse nuevamente la enzima y de esta

forma aumentar la cantidad de E0. Estos dos inconvenientes pocÏrían minimizarse usando enzima

purificada. Estos dos efectos causarían que el término de la derecha sea más grande que el
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calculado teóricamente, y esto daría una desviación positiva de la linealidad a medida que l

aumenta.

Cuando la velocidad con inhibidor es igual a la mitad de la velocidad control se tiene que:

lnfi=ln%=—k*lo*l1/2

dando que:

(ll)

La ecuación (ll) se puede usar también para calcular Ir, midiendo tu; a distintas

concentraciones de inhibidor, y graficando t”; vs. 1/10.
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4.5Materiales y Métodos

Los esteroides radioinertes, los componentes (le los bulTers de incubación y la BSA

(fracción V) fueron comprados a Sigma Chemical Co. Los solventes orgánicos fueron de grado

analítico. El inhibidor suicida, l8-etinil-DOC fue provisto por los laboratorios Merrol Dow.

4.6Preparación e incubación de las mito condrias

Para estos ensayos se usaron ratas machos CHBB-Thom de peso entre 150 y 200 g, las

cuales fueron sacrificadas por decapitación. Se les extrajo rápidamente las glándulas adrenales y se

colocaron en solución salina fría, se limpiaron de la grasa que las recubre y finalmente se las

decapsuló. Se homogeneizaron las cápsulas adrenales en un hulTer Krebs-R¡rigor-bicarbonato­

glucosa (82) (pll=7.2), y se separaron las mitocondrias por cenlrlfugack'm como ya l'ue descripto

anteriormente (76) (Ver sección 2.2). Usando el mismo bulTer se resuspendió el pellet mitocondrial

y se tomaron alicuotas conteniendo 0.6mg de proteínas cada una para usarlas en las distintas

incubaciones como fuente de enzima.

La preparación mitocondrial se preincubó en presencia de vehículo (DMSO) o l8-etinil­

DOC, como inhibidor suicida. Luego de este pretratamiento, se sometió a las muestras a un lavado,

centrifiigando a 10.000g durante 15 minutos a 4°C y resuspendiendo el pellet en el mismo bulTer de

incubación sin el inhibidor suicida. Se repitió este paso una vez más. Luego, el pellet así obtenido se

resuspendió nuevamente en el mismo bulTer de incubación agregando el esteroide radioinene,

sustrato de la reacción enzimática. Se inició la incubación con el agregado de 0.5mM de NADPl-l y

se finalizó mediante la colocación de los tubos de incubación er. baño de hielo-agua durante lS

minutos. Se utilizó los sobrenadantes de incubación para las determinaciones de producto formado.

En algunos experimentos como se verá más adelante se han omitido los lavados mitocondriales

luego de la interacción con el inhibidor suicida.
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4.7Determinación de los esteroides

Aldosterona se determinó por técnicas de radioinmunoensayo (¡37)(Sección 2.7 y 2.8) Para

la determinación cuantitativa de corticoslerona se utilizó también el método de radioinmunoensayo

siguiendo la técnica descripta anteriormente ( I38)(Sección 2.9).

Para la medición de corticosterona por radioimnunoensayo se necesita extraer primero ll­

deoxiconicosterona, y que fue agregada como sustrato que posee alta reacción cruzada con

corticosterona en Ia técnica a utilizar. Para ello se procedió a buscar un solvente o mezcla de

solventes que extrajeran DOC pero no B. Se estudió qué ocurría con distintas mezclas (le hexano y

cloruro de metileno en donde se variaba la proporción de este último solvente. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 4.2. Dado los datos obtenidos se eligió trabajar con hexano puro

ya que si aumento la proporción de ClzCzllz, aumenta también la extracción de corticosterona

(pierdo corticosterona), mientras que no tengo una mejora en la extracción (le l l­

desoxiconicosterona. Por lo tanto, se procedió a extraer DOC del sobrenadante de la incubación

mediante dos extracciones sucesivas con lml de hexano.
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EXTRACION DE B CON HEXANO
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Figura 4.2: Extracciones de DOC y B con mezcla de hexano y cantidades variables de cloruro de

metileno.
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4.8Misceláneas

La solución “stock” del inhibidor suicida, IB-EtDOC, se preparó de manera tal que resulte

SmM en DMSO. Los esteroides radioineites usados como sustrato, así como el cortisol, fueron

agregados a la mezcla de incubación disueltos en el mismo buffer del ensayo que se describió

anteriormente.

Para la medición de proteínas se utilizó el método de Bradford (140).

4.9Resultados

Al preincubar las mitocondrias de la adrenal de rata en buffer de incubación a partir de

DOC, se observa que la producción de aldosterona decrece a medida que el tiempo de

preincubación aumenta. Estos resultados estarían reflejando la apa:ente inestabilidad del citocromo

P450 involucrado en la biosíntesis de la aldosterona (18 l;l82). Por esta razón, se tuvo que tener en

cuenta controles específicos (uno para cada tratamiento) en los protocolos diseñados para estudiar

los efectos de diferentes agentes a lo largo del tiempo.

La Tabla 4.1 muestra la inhibición producida por el inhibidor suicida l8-EtDOC a distintos

tiempos de incubación sobre la producción de aldosterona, en la corversión de ll­

desoxicorticosterona a aldosterona, usando como fuente de enzima mitocondrias de cápsula de

glándula adrenal de rata.
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"-Ï pg de aldosterona É

lnh. lS-EtDOC

312.60i3l.00 S
'-:':_'_2í:’62'¿1'5692.00:i:9.00

460035400 “'jáil‘ïólsil, _

22.00:J:2.20 cf ¿'¿75325¿1.26

5.90a:0.50 Lil-'65H

Tabla 4.]: Efecto de la inhibición por l8-EtDOC y de cortisol sobre la producción de

aldosterona, en la conversión DOC —>ALDO. Concentración de DOC utilizada luM.

Temperatura de incubación 37°C, concentración de los inhibidores lS-EtDOC y

cortisol: lOpM.

Se puede observar, como comparación, la inhibición producida por el corlisol, un inhibidor

competitivo (¡83), sobre la misma reacción y usado a igual concentración que lB-EtDOC. Cortisol

no posee una inhibición dependiente del tiempo.

Se comprobó que la inhibición producida por l8-lïlDOC es también dosis-dependiente

como se puede apreciar en la Tabla 4.2.

El inhibidor suicida también disminuye la cantidad de :¡ldoslerona formada a partir de

corticosterona y 18 hidroxi-DOC.
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_(Ï_É-É_iDÓÍÏ)ÏiiMÍ ALDOSTERONA (ng/Inc.)

¿'21 ¿o - — | siii)16.50
i 4.50 i 0.40

0.47 i 0.04

0.15i0.0l

0.01 i 0.0002

Tabla 4.2: Se muestra la dosis dependencia de la inhibición por lS-EtDOC en la

producción de aldosterona a diferentes dosis de inhibidor suicida. Concentración de

DOC utilizada luM. Temperatura de incubación 37°C. Tiempo de incubación 60

minutos.

La producción de aldosterona a partir de DOC involucra la producción de un intermediario,

corticosterona. Por lo tanto, se procedió a medirlo en las incubaciores esludiadas anteriormente. La

Figura 4.3 muestra que los niveles de corticostcrona permanecieron constantes durante los

experimentos de inhibición con lS-EtDOC. De esta forma la inhibición en la producción de

aldosterona se debería a la acción del inhibidor entre corticosterona y aldosterona.

Todos estos experimentos fueron realizados lavando el inhididor libre de la preparación

enzimática antes de la adición del sustrato específico. (l l-desoxicorticosterona).

Cuando la fuente enzimática se incuba en presencia (le luM de DOC luego del

tratamiento con cortisol ó lS-EtDOC sin lavado previo del inhibidor se observa que la cantidad

de aldosterona decrece con respecto a los controles (Tabla 4.3). Por otro lado, si se compara con

la transformación a aldosterona a partir de DOC luego del lavado (para la eliminación del

inhibidor suicida o el cortisol) se observó que sólo el último fue capaz de inhibir la reacción

enzimática.
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Figura 4.3: : Se muestra la constancia en los niveles de corticosterona durante la

inhibición por l8- EtDOC a diferentes dosis de inhibidor suicida. Concentración de

DOC utilizada luM. Temperatura de incubación 37°C. Tiempo de incubación 60

minutos.

zerBATAMtENIQ. LAVADO

Tabla 4.3: Estudio de la influencia del lavado poslerior al tratamiento con el

inhibidor, ya sea l8-EtDOC o cortisol. Conversión DOC —>ALDO. Concentración

de DOC utilizada luMTemperatura de incubación 37°C, concentración dc los

inhibidores l8-EtDOC y cortisol: lOpM.
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Estos resultados indicarían que el cortisol (inhibidor competitivo, reversible)

necesita estar presente para ejercer su acción inhibitoria, mientras que 18-EtDOC (inhibidor suicida,

irreversible) no.

Por otro lado y en otro orden de observaciones, la producción basal (vehículo, Tabla

4.3) de aldosterona disminuye fuertemente con el lavado.

El cofactor del citocromo P-450 es NADPH para las reacciones de hidroxilación en el

camino de DOC a ALDO. Las preincubaciones mitocondrialee; con NADPI‘I disminuyen la

producción de aldosterona a partir de DOC probablemente debido a la oxidación de la enzima.

Al incubar en presencia de l8-EtDOC se produce el mismo efecto sobre la reacción con o sin la

presencia de NADPH. Tabla 4.4.

¿{EI-RÉÍNÏQUBACÍCN' TRATAMIENTO E‘.’ÁEÜQSÏTÉÑÓNA.—¿¿TRATADO/CONTROL

i ' CON 18EtDOC '

vE'HicU'Lo l 883.5 a: 129.4 0.213. + messages
’ " ' - 197,25426221 ' M 0.216

+
Tabla 4.4: Estudio de la influencia de NADPH durante el tratamiento con el inhibidor

l8-EtDOC Conversión DOC —> ALDO. Conce'itración de DOC utilizada

luMTemperatura de incubación 37°C, concentración del inhibidor l8-EtDOC lOILM.

También se probó el efecto de lB-EIDOC sobre la actividad del citocromo P450,“ o sea,

sobre la transformación de colesterol a pregnenolona. Lo observado fue que l8-EtDOC no
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disminuye la actividad enzimática o sea no sería un inhibidor de la 20,22 dcsmolasa enzima

responsable de la catálisis de este paso, mostrando así especificidad (Tabla 4.5).

Finalmente el modelo matemático descripto para un mecanismo basado en Ia inhibición

suicida concuerda con los resultados obtenidos.

ÏRÁTÁMÍ'ENÍÓ : PREGNENOLONA

[ME-17366.2?“
'ï 1590,74i 402.18

Tabla 4.5: Estudio de la influencia del inhibidor IS-EtDOC en la conversión

colesterol —)pregnenolona. Concentración de colesterol utilizada l¡1M.Temperatura

de incubación 37°C, concentración del inhibidor l8-EtDOC l0uM.

En las figuras 4.4, 4.5 y 4.6 se puede observar la representación gráfica dc la ecuación (lO)

para la producción de aldosterona a partir de DOC, corticosterona y l8-hidroxi-l l­

desoxicorticosterona y por otro lado corticosterona a partir de DOC. Como lo predice el modelo

matemático, se obtiene una linea recta pudiéndose calcular la constante de velocidad de su

pendiente.



INHIBIDORES SUICIDAS 109

2
o DOC n ALDO

— Regresion DOCa ALDO
1 - A oocua

Regresion DOC a B
é

K = 2.66mM"

K -=451me'1 ’

I

0 20 40 60 80 100 120 140

TIEMPO

Figura 4.4: Representación gráfica dela ecuación (lO), estudiando la conversión DOC

a ALDO y DOC a B. Concentración de DOC utilizada lpM.Temperatuia de

incubación 37°C, concentración del inhibidor lB-EtDOC lOpM.
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Figura 4.5: quresentación gráfica de la ecuación (IC), estudiando la conversión

corticosterona —>aldosterona. Concentración de DOC utilizada “1M. Temperatura de

incubación 37°C, tiempo de incubación 40 minutos.
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Figura 4.6: Representación gráfica de la ecuación (¡0), estudiando la conversión 18­

hidroxi-l l-desoxicorticosterona —>aldosterona. Concentración de DOC utilizada

lpM. Temperatura de incubación 37°C, concentración del inhibidor l8-EtDOC lOpM.
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4.10Discusión

Se observa que l8-etinilDOC se comporta como un inhibidor suicida en su efecto

inhibitorio sobre la producción de aldosterona a partir de DOC, 18-0] lDOC y B ya que su acción: i)

es dependiente del tiempo (Tabla 4.l)', ii) es irreversible. Esta última conclusión puede obtenerse

debido a que el efecto inhibitorio no desaparece con el lavado de los preincubados.

Se probó que el cortisol es un inhibidor competitivo en la producción de aldosterona a partir

de ll-desoxicorticosterona en las preparaciones de adrenales de rata. Esta inhibición se pierde

cuando se procede a lavar la solución en estudio después del agregado de DOC.

Comparando los resultados obtenidos para cortisol y para |8-EtDOC entre lavar o no lavar

los incubados se observa que l8-EtDOC se comporta como un inhibidor no reversible.

Datos preliminares de las acción de l8-EtDOC sobre cultivos celulares de adl'enal (l75),

muestran que la producción de aldosterona aumenta al sacar l8-EtDOC con los lavados posteriores,

como resultado de una sintesis “de novo” de proteínas.

La acción inhibitoria producida por l8-EtDOC sobre la biosíntesis de aldosterona a partir de

DOC parecería ser específica de un citocromo P450 esteroidogénico, no afectando al P450seccomo

se muestra en la Tabla 4.5.

El efecto de l8-EtDOC no se pierde cuando la preparación se pretrata con el cofactor

NADPH, como se muestra en la Tabla 4.4. De esta manera se sugiere que cuando la actividad basal

de la enzima es modificada, el inhibidor sintético ejerce aún su efecto inhibitorio sobre la actividad

residual de la misma.

La Tabla 4.6 muestra las diferentes constantes de inhibición para la producción de

aldosterona a partir de diferentes sustratos.
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'ï*“{rñs¿tc¿clbn‘ K (mM“.min.)
¿u 2.661035_

x451m;36.0
WWÍEÏÏEE“

175.0 i 15.4
BJÁ‘LÉ‘É; j

3.5ÓHÜÓ'Ó4ÁL '

Tabla 4.6: Cálculo de las constantes de inhibición pam las diferentes tmnsfonnaciones.

Concentración de los sustratos utilizada lpM. Temperatura de incubación 37°C,

concentración del inhibidor lB-EtDOC lOpM.

Como se puede ver en la Tabla 4.6 el valor de la constante para la transformación l l­

desoxicorticosterona a corticoateroria es muy pequeño lo que indicaria escasa o nula acción

inhibitoria (Ver también Figura 4.4).

Por otro lado, los valores semejantes para la constante del inhibidor suicida en las

traansformaciones conticosterona a aldosterona y lS-hidroxi Il-desoxicorticosterona a

aldsoterona, sugerirían que una misma enzima cataliza a ambas. Resulta consistente e

interezante que lo mismo pudo ser también concluido en los experimentos con cortisol como

inhibidor competitivo (Ver Tabla 3.3 y Discusión del Capítulo 3). Sin embargo por razones

metodológicas, no puede descartarse fácilmente que la semejanza entre los resultados para

corticosterona y 18-hidroxi-l l-desoxicorticosterona en sus transformaciones a aldosterona

(Tabla 4.6 y 3.3) sea debida a un hecho fortuito; pero aún en este último caso debiera

concluirse la similitud de los componentes enzimáticos de ambas.

Por último, la diferencia en los valores de las constantes (le l8-EtlDOC en su acción

sobre los diferentes pasos estudiados (Tabla 4.6), indican'a que al menos dos enzimas son

necesarias para transformar ll-desoxicorticosterona en aldosterona tal cual se habria

concluido en el capítulo anterior cuando se estudió las inhibiciones producidas por un

inhibidor reversible como lo es el cortisol. Dichas dos enzimas serían CYPllBl y

CYPl lBZ.

ll3
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Capítulo 5 Transformación no enzimática de 18­
hidroxicorticosterona en otros derivados lipofílicos seguidos
por espectroscopía de masa, Fast Atom Bombardment.

5.1Caracterización de un dímero de |8-hidroxicorticostcrona.

Los Zl-pregnanos |8-l1idr0xilados son los únicos compuestos —dentrodc la familia de los

esteroides- capaces de transformarse en otros compuestos menos polares (que el que les dio

origen) y derivados. Estas transformaciones pueden poseer distinta naturaleza química: por un

lado, a) estos esteroides se transforman en formas cíclicas más estables mediante la formación de

puentes éteres del tipo Cm-O-Czo que conducen a su vez a formas hemiacetálicas con hidroxilos

altamente reactivos en la posición Cm y Cu. Esta propiedad facilita la sustitución por radicales

nucleofilicos originando de esta manera acetales. Un segundo grupo (le derivados menos polares,

b) se forman por la pérdida de agua seguida por la formación de un puente de oxígeno. Un

ejemplo de esto sería la formación de un puente entre la posición Cm y el Cn. similar a aquellas

formas menos polares (le aldosterona. Este último compuesto requiere por supuesto de la

participación de un oxhidrilo en posición (3“ de la molécula original. La formación de este

compuesto puede luego dar origen a un segundo derivado biciclico que ocurriría a través (le una

reacción del tipo a). Veamos entonces qué ocurre en el caso de un esteroide especifico como la

aldosterona. Dependiendo (lel entorno molecular la aklostcrona puede existir cn forma de mezcla

isomérica o como un tautómero puro. (Figura 5.1), dando origen a formas mono y liiciclicas del

tipo de las descriptas en a) y en b). Este mismo tipo de reacción ocurre al colocar 18­

hidroxicorticosterona en medio ácido (82). El compuesto resultante es un ll,18-epoxiderivad0

del 2l-ol 4:5-pregnane 3,2-diona, l l,l8-epoxi-corticoslerona, denominado también |8­

desoxialdosterona (lB-DAL) (Figura 5.2).
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Figura 5.l: Formas tautoméricas de aldosterona, Genard,P. et al (3|)
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o.v. (¡35).
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Un tercer grupo de derivados menos polares c) son los de naturaleza dimérica. Debido a

la inestabilidad de estos dimeros, este grupo no fue prolimdamente investigado. En el caso de

aldosterona, en 1985 Lichtwald, K. et al. demuestran la presencia de un (límcro de aldosterona

(186) (Figura 5.4), y caracterizado en nuestro laboratorio por Cozza, EN. et al. (187).

)

0 o o
0 0

0

Figura 5.4: Dímero de aldosterona propuesto por Lichtwald, K. et al. en l985.

En el caso de la l8-hidroxicorticosterona (lS-OllB) la evidencia de una Forma dimérica

fue dada a conocer por Damasco, M.C. et a|.(28), quienes separaron por cromatografía en papel

seguida de una cromatografía de exclusión molecular, un compuesto lipofilico, obtenido en

solución metanólica (probablemente débilmente ácida). En esta columna, conteniendo Sephadex

LI120, se observó que todas las formas monoméricas de los esteroides, incluyendo colesterol,

corticosterona, l8-hidroxicorticosterona y probablemente los acetales mencionados

anteriormente, migraban como un sólo pico, mientras que otros derivados lipofilicos derivados

de |8-hidroxicorticosterona y que se formaron durante el tratamiento migraban entre el único

pico de esteroides y el pico correspondiente a un compuesto de peso molecular lOOO. Años

más tarde, Kondo, E. et al. postulan la formación espontánea de un dimero de |8­



DI E DE ¡8- HB

hidroxicorticosterona (26). Estos investigadores no dan evidencia experimental de la posible

formación de este dímero. El dímero al igual que lS-DAL son postulados como intermediarios

de una síntesis combinada, microbiológica y orgánica, de la biosíntesis de aldosterona por las

glándulas adrenales de ratas. La estructura dimérica de I8-hidroxicorticosterona nunca pudo ser

caracterizada por espectroscopía (le masa. Otros dímeros de pregnanos lB-hidroxilados, |8­

hidroxi, ll-deoxicorticostcrona fueron informados, pero hasta cl momento no se tiene

conocimiento de dímeros dela familia de los esteroides IB-hidroxilados.

En este trabajo se han estudiado los productos formados durante la síntesis dc lB-DAL a

partir de l8-OHB por el método de llarnik, M. et al.(188). Este método se basa en la utilización

de ClzCllz saturado con ácido p-toluensulfónico como medio (le la reacción. El método original

consiste en colocar al esteroide en cuestión en presencia de esta solución y calentar a 40°C (a

reflujo) durante 20 minutos, para obtener de esta manera lB--l)/\L como producto final. Para

poder observar los intermediarios de esta reacción se redujo la temperatura de trabajo hasta los

0°C. y las determinaciones se realizaron inmediatamente luego del agregado de los reactivos, en

lugar de esperar los 20 minutos antes mencionados. Se realizaron cromatograflas en papel,

cromatografias en capa delgada, separaciones por llPLC y finalmente se determinó la relación

masa/carga (m/z) de cada compuesto por espectroscopía (le masa (liAB, Fast atom

bombardment). Usando esta metodología, se pudieron caracterizar tres moléculas, incluyendo,

por primera vez, - un dímero que tenía un pico molecular protonado correspondiente a

[[2(180HB) —2(l*l20)] + HI' Se podría suponer que la pérdida de las dos moléculas de agua

conlleva a la formación del dímero unido por los carbonos Clg y Cn. Los otros dos picos

con‘esponden a IB-Ol-IB y a l8-DAL.

5.2 Reactivos

Tanto la [1,2-3ll] l8-hidroxicorticosterona como la [l,2-3l--l]corticosterona l'ueron

adquiridas en Amersham Corporation (Arlington Heights, lL USA). La l l,l8-epoxicoticosterona

(l8-DAL) radioactiva y la radioinerte se obtuvieron en el laboratorio a partir de lB-Ol-lB, por

reacción con Cl2C2H2saturado con ácido p-toluensulfónico, segun el método de l'larnik antes

mencionado (188). La l8-hidroxicorticosterona fue una donación del Dr. Marcel llarnik.



5.3 Reacciones

Se empleó una modificación del método de llarnik et al. (¡88) para la preparación tanto

de l8-DAL como de los intermediarios lipolilicos. La técnica consiste en disolver

aproximadamente 700pg de I8-OllB en Cl2Cllz saturado con acido p-loluensullïünico y dejarlo

por diferentes intervalos de tiempo. Luego de estar expuesto a estos tiempos cada muestra fue

estudiada de manera tal de seguir la formación de los intermediarios de reacción y de los

productos finales.

Como se estudió las caracteristicas de l8-OIIB en med-o ácido. entonces se probó qué

productos eran los obtenidos en un medio de caracteristicas similares como ácido l-ICI 0.0lN.

Ante Ia imposibilidad de estudiar, en este caso, los compuestos por cromatografia en capa

delgada, se utilizó cromatogralia en papel, sistema Bush BS descripto anteriormente en el párrafo

2.6.3.

5.4Espectroscopía de masa

Los espectros (le masa se llevaron a cabo en un equipo ZAB-SIZQ espectrómetro de masa

BEqQ (VG, Analitycal Manchester, UK). El voltaje de aceleración fue de 8kV (ZpA). La fuente

de presión utilizada fue de 4. 10'7 mbar: El bombardeo de Cesio del FAB estuvo operada con un

voltaje de 30kV con una corriente de emisión de 2ttA. Los espectros fueron llevados a cabo en

modo centroide “scaneando” la forma magnética desde ¡000 a 200 u, a una velocidad de scaneo

de 4s por década y una resolución de IOOO(definición de altura de pico del 5%). Se utilizó

glicerol para la calibración del equipo. La concentración de la muestra en cada una de las

matrices estudiadas en los resultados fue de Sul de la solución de la muestra (concentrack’m

aproximada de 7 ng/tll).

5.5Selección de la matriz más favorable
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La matriz más favorable para el estudio de los compuestos esteroidcos se eligió de

acuerdo a un criterio de sensibilidad y resolución del equipo (por ejemplo se estudió cuál era la

¡natflz parala cualla nnederencklresuhara nfinhna en la zona de habakfl. Se ensayó las

diferentes matrices con un standard de l8-OllB, para ello se probaron: a) glicerol, b) alcohol o­

nitrobencílico (NOBA), c) glicerol más Nll..OH (27% acnoso) (¡:2). La última matriz fue la

elegida, se vio que aumenta la sensibilidad del método incrementando considerablemente la

producción de iones positivos (M más H'). En contraste, NODA genera una interferencia en la

zona de 500-600rnln zona de detección para elrnco correspondiente alion delcfirnero (hdlll')

Se niuesUïni a contniuación los cspectros dc |8-()lHl cn las (“lercntes niahiccs ensayadas

(Figura 5.5, 5.6 y 5.7).

11€:LANTOSIdent:36_4l-9_12 Her Def 0.25 hcq:15-RUG-1996 10:34:57 +6:02 CalÏLANTOS
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30_ ¿4.925
25- í4.1ss
20; í3.3ss
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1o_ 244 -1.655345 ­
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Figura 5.5: Espectro de l8-OHB, matriz glicerol.
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Figura 5.6: Espectro de l8-OHB, matriz NOBA.



'i1e2LANTOS¡Bent:lü_22-3_€ Mer. Def 0.25 Acq:16-I\UG-1996 10:19:00 Mz“ (rn).:LANTos
zma-ssoar Emu Magnet BpM:288 BpI:1052520 TIC28404210 FlagsHlALL

1001 20! 1.156

95_ _1.0EG

9o¿ 79.555
35. ¿3.955

ao. ;a.455
75_ _1.9ss

voÏ ;7.4ss
55' ¿G.BES

so_ 46.355

55; .5.uss
50_ .5.355

45- _4.755

40, ¿4.235

35_ ;3.755
30¿ 13.255

25; 316 ‘2.655

20. _2.155

15- 121 327 _1.sms

1o_ 145159 244256 363 -1.lES
5_ 17 _5.3E4

LM l . ,I NJ}... 4h ¡HHHMilwllur 1'qu Lupi] . LI, ..| ,4. 41.,,_...,.,_,..T, ,. .1_,__..-_o.omo
1 o 1 1 o 1 o 2 o 2.o 2 o 2¿o 2 o 330 aío aio 330 3 o 4 o 4.o 4 o 4¿o m/z

Figura 5.7: Espectro de |8-OHB, matriz glicerol + amoniaco.
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El espectro obtenido por FAB para lB-OI-IB en glicerol : NI'I4OH se muestra en la figura

5.7. Se observa el pico de (M-Fl'l') a 363, la perdida de dos moléculas de agua da un pico a

(M+H") 327 y un pico de base con un valor de (M+ll') de 288 correspondiente a la pérdida de la

cadena lateral más el l9-metil0.

5.6Estudio de los compuestos obtenidos por FAB

La Tabla 5.] muestra los valores de (M-I-I-l')de los picos que se esperaría encontrar en

esta espectroscopía de masas y que en este estudio coincidieron con los datos obtenidos por

espectroscopía FAB.

ESTEROIDE | [M+H‘] mlz

18-OHB c21Hgoo5 363

18-DAL ngHgaO4 345

DIMERO* (C21H2304) 689

Tabla 5.1: valores de (M-IH') para diferentes esteroides. *E| dimcro a que se hace

referencia es el correspondiente a [[2(l8()l-lll) —20120)] Irll]l

La Tabla 5.2 muestra los principales picos formados a distintos intervalos de tiempo

durante la conversión de lB-Ol-IB a derivados de formas menos polares.



TIEMPO (min.) PICOS MÁS IMPORTANTES

12 363,437,689

30 345,437,689

50 345, 363, 529,689

60 363, 345, 529,689

75 345, 405, 437, 689

.90 288, 327, 345, 405, 437, 689

Tabla 5.2: Picos M-FH'en la conversión de |8-OHB en medio ácido.

Como se puede observar además de los picos 363, 327 y 288, otro pico aparece a

(M-I-H')345 correspondiente a (¡8DAL l ll') Espectros sucesivos también muestran la pérdida de

agua ((M-|4H') = 327) y la pérdida completa de la cadena lateral (le este pico ((M I-H') = 288).

También, desde los primeros tiempos se observa la presencia de un pico de (Mll'l') = 689,

correspondiente a un dímero de dos moléculas de (l8-DAL - 20-120). La figura 5.8 representa

las reacciones principales involucradas durante el tratamiento con ácido p-toluensulfónico. La

figura 5.9 y 5.]0 presentan la conversión en función del tiempo de lB-OHB a sus compuestos

menos polares.
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Figura 5.8: Secuencia de reacciones esperables durante el tratamiento con ácido p-toluensulfónico.

La Figura 5.9 expresa la abundancia en relación del pico base, mientras que la Figura 5.10

representa la abundancia de cada pico con respecto a la suma de los tres picos involucrados. Una

peculiariedad es el paralelismo entre la evolución del pico (M-I-H') correspondiente al dímero y

la de lS-OHB. Con pequeñas diferencias, ambos exhiben un máximo cercano a los 80 minutos,

luego descendiendo abruptamente. lB-DAL, por otro lado, presenta un “plateau” a altos niveles

desde pequeños intervalos de tiempo, comenzando de tiempo t=0.
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Figura 5.9: Conversión de 18-OHB en l8-DAL seguida por espectroscopia de
FAB, y graficada en función de la abundancia respecto del pico masa (M+H*).
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Figura 5.10: Conversión de 18-OHB en 18-DAL seguida por espectroscopia de
FAB, y graficada tomando como 100% de conversión a la suma del % de lS-OHB,
18-DAL y DIMERO.

Tanto la Figura 5.9 como la 5.10 parecerían mostrar la existencia de un equilibrio entre

los compuestos involucrados a lo largo del tiempo.
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5.7Estudio de los compuestos por cromatografía en papel. Uso de
HCI como medio de reacción.

Se estudió por cromatografía en papel tanto la reacción de IB-OHB a partir de su

interacción con el ácido p-toluensulfónico como la interacción del mismo compuesto con ácido

HCl 0.0|N. Por cromatografía en sistema Bush BS se obtuvieron los Rfs detallados en la Tabla

5.3.

¿Rf
0.12-_r0.0|

FALDÓS'ÍÉRÓÑA ” 0.42 j; 0.02

iá-ÍiALf 035 i 0.0.2

Tabla 5.3: Rfobtenidos por cromatografía en papel, sistema Bush BS. *El compuesto |8­

DAL al que se hace referencia es el obtenido por el método de llarnik, et a|.(l88)

Cuando se trata lS-OI-IB con HCl 0.0lN el producto de esta reacción, en cromatografía

en papel en las mismas condiciones anteriores, da un Rf de 0.50 y no de 0.85 como el obtenido

anteriormente. Este compuesto es al que históricamente se lo denominó 4.33; esta manera de

nombrarlo se debe al resultado que se obtiene al realizar la relación entre el Rf del compuesto en

cuestión y el Rf de lS-OHB. El uso comparativo de llCI fue necesario a los fínes de comparar

nuestros estudios con los realizados anteriormente en nuestro laboratorio con dicho ácido

mineral.

Se estudió la estabilidad de dicho compuesto. se pudo ver que si a la mancha

correspondiente al 4.33 se la eluye con C|2CHg y se la vuelve a sembrar y a correr en el mismo

sistema Bush BS, se produce una reversión a l8-OIIB del ll.'7%. Pero, si a una parte de este

eluído se le agrega ClzCllz saturado con ácido p-toluensulfónico y se lo vuelve a correr en el
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El equilibrio recién demostrado se desplazaría hacia uno u otro esteroide dependiendo de

las condiciones del medio.

Dentro de los parámetros de reacción principales que regularían la posición de equilibrio

se establecieron en primera instancia:

i) Tiempo de reacción

ii) Temperatura

iií) Concentración de ácido p-toluensulfónico

Asi, los experimentos siguientes, se concibieron y desarrollaron en dicho marco.

Se pensó entonces que si el compuesto 4.33 era intermediario entre l8-OIIB y l8-DAL,

era posible encontrar también a este intermediario en la reacción con ácido p-toluensulfónico.

Esta reacción ocurre a una temperatura de 40°C durante un reflujo de 20 minutos. Lo primero

que se estudió fue qué ocurría si se disminuia el tiempo al cual se mantenía a reflujo la mezcla

(manteniendo la temperatura constante a 40°C) y se vio que tanto a l, 3, 5, lO y 20 minutos la

conversión a lB-DAL era total, por lo tanto la conclusión fue que no sólo había que bajar el

tiempo de trabajo sino que también se debería disminuir la temperatura. Trabajando con estas

nuevas condiciones (temperatura O°C y tiempos de reacción de l minuto) se obtuvieron tres

picos, uno coincidente con el Rf de l8-OI-IB, otro coincidente con el Rl' de 4.33 y por último uno

de Rf igual a 0.85 el cual correspondería a l8-DAL. Por lo tanto hemos encontrado que bajo

estas condiciones de la reacción aparecería el pico del intermediario (Compuesto 4.33).

Se estudió por último qué ocurriría si al reactivo sc lo diluía con ClzCHz; tal vez esto

también diera origen a la aparición del intermediario. Los datos obtenidos sc encuentran en la

Tabla 5.4.
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4_Á>É.fiQÍÓÏÍiÉÍÏÉüÍÍ'6Hicó l8-()IIB(RI'=0.I4) É"¿.33'(ñf'=ñl¿f2")fjï

(¿gentiicii-zzcizcnz

1:10_ > ¡00%
“5 _ 100%

" 100%
3” 87%

'I : 2 i 46%

Tabla 5.4: Reacción de lS-OHB en medio ácido de p-toluensulfónico. Se midieron

los productos inmediatamente, se trabajó a temperatura ambiente. En la dilución ¡:2

el resto de la lB-OHB original se transformó en l8-DAL (43%).

Por último la Tabla 5.5 muestra los resultados obtenidos cuando se trata l8-OHB con

ácido p-toluensulfónico en una dilución ¡:2 exponiendo al sustrato a distinlos tiempos y a

temperatura ambiente.

TIEMIÏQDE TRATAMIENTO l8-OIIB 4.33 lB-DAL

¡Goini'n i 39% 17% 44%
¡:5 inim ; 44% 30% 26%

w230 mi_ii._ 32% ¿17% - 51%

Tabla 5.5: Tratamiento de l8-OHB en medio ácido diluido al medio a distintos

tiempos de exposición y a temperatura ambiente.
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Por lo que se puede apreciar en la Tabla 5.5 existiría un equilibrio entre las tres formas

encontradas, esto reafirmaría los resultados obtenidos por espectroscopía FAB y mostrados en

las Figuras 5.9 y 5.10.

5.8Estudio de los compuestos por croma tografia en HPLC

Según el sistema descripto en el párrafo 2.6.5 se cromatografiaron los diferentes

compuestos obtenidos según 5.7 dando los tiempos de retención detallados en la Tabla 5.6.

COMPUESTO l TIEMPO DE RETENCION
a.' _18;0ÍiB l 556110.01

ALÜÓSTERÓNA 7_ 5.73 i 0.01
CORTI'CÓS'TERONA i l 1.79 i 0.03

lÉ-DAL 7.68 i 0.02
COMPUESTO4.33 "Tsííïïiíríí m"

Tabla 5.6: Tr de los diferentes compuestos cromatograliados por HPLC de
fase reversa, con mezcla de corrida Cl-l30ll ll20 (3:2), a un flujo de
O.8ml/min., a una presión de 1700 psi.

Por otra parte, se trató de seguir la evolución a través del tiempo de la formación del

dimero por HPLC, trabajando en medio ácido p-toluensulfónico. a temperatura ambiente (Figura

5.] l). Las condiciones de corrida en HPLC fueron las descriptas: en la sección 2. ¡9.3). Debido a

que la reacción transcurre en medio ácido se cambió el solvente de corrida por una mezcla ácida

para ver si esto favorecia la proporción del dimero formado (Figura 5. ¡2). La mezcla de corrida

cromatográfica fue CHJCl-hOl-l [-120 CI'lJCOOI’l en proporciones 60 : 40 0.04, las demás

condiciones se mantuvieron iguales a la corrida anterior.

Nuevamente se observa un paralelismo entre la formación del dimero y la desaparición

de l8-Olll3, manteniéndose siempre mucho más alta la proporción (le |8-DAL formada.
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Figura 5.11: Conversión de l8-OHB en l8-DAL seguida por HPLC, y graficada
tomando como area porcentual el area calculadapor integración de todos los picos,
según lo expuesto en Ia sección 2.19.3.
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Figura 5 12: : Conversión de 18»OHB en 18-DAL seguidaHPLC, y graficada
tomando como como area porcentual el area calculadapor integración de todos los
picos, según lo expuesto en la sección 2.19.3.En la sección A la mezcla de
solventes utilizada fije CH3CHZOH : HZO : CHJCOOH cn proporciones 60 : 40 : 0.04,
mientras que en la sección B la mezcla fue CH3CHZOH : ¡»120(60 : 40).

135



DJMLLDE8M­

5.9Comparación de los métodos utilizados.

El compuesto 4.33 obtenido por reacción de l8-OIIB en medio ácido HC] 0.01N,

cromatografiado en papel con el sistema Bush B5, se eluyó del papel con Cl2CH; y se

cromatografió en fase reversa por HPLC. El resultado fue la obtención de un pico que eluyó a un

tR de 8.27 minutos. Una alícuota del mismo eluído se estudió por cromatografía FAB y se

observó un pico (M-IVH')de 689 correspondiente a un dímero de l8-OHB (Figura 5.13) .

119:DIHERO Iaent163_74-1_10 Wln lOOPFÑAcq:29-DEC-1998 11:20:19 ¡12:53 CnlzDIHERO
nB-SE04F FAB+Magnet BpH:563 BpI:165325 TIC:14057832 FlngsznhLL

100; s 9 “1.654

95. m1.554

90- 11.454

as_ 1.354

ao _1.3E4

75 6 ñ ¿1.254

70 6,6 .1.154
65- ,1.oca
so_ 9 453

55- 6 1 _fl.6E3

50_ ¿7.033
45; ;7.053
40; É6.3E3

35 ¿5.553

30 ¿4.753

25- 661 ,3.953

20 675 .3.IE3

15_ 611 617 525 647 92 712 “2.353

1:; m 157 TW. J _:::::
oj iii r,l yt,i, y I th" Jiii.i,iil J . 1I¿_L.Lila J iJJl ,“iwlfl ¡Jl i IJJ.1Ji,JJiJ É _.L.LlIJi5-,il.lltLfi. il .o. 0130610 Gio Gio 650 ego s¿o 6+0 séo 6 o 7 o 7 o m/z

Figura 5.13: Espectro de MS_FAB del compuesto que corre con un Rm 4.33 en
cromatografia de papel, eluído con ClzCHz y que corrido en HPLC (bajo las
condiciones especificadas en el párrafo 2. ¡9.3) posee un tr de 8.27 min.



DIME!!!)DE “3-th .LÏL

5.10Dímero de l8-Ol-lB como sustrato en el camino de biosíntesis de
aldosterona.

Una vez aislado y caracterizado el dímero de l8—()llB, se estudió su grado de

precursoriedad para la formación de aldosterona usando como fuente de enzima mitocondrias de

glándula adrenal de rata. Se lo comparó con precursores ya corocidos, como corticosterona, ¡8

hidroxicorticosterona y l8-desoxicorticosterona. Las incubaciones se realizaron con

concentraciones constantes de todos los sustratos utilizados. Para la cuantificación de los

esteroides en solución se utilizó en método descripto en el párrafo 2.6.

5.10.1Incubaciones

Se utilizaron ratas machos CllBB'l‘hom que pesabau 200-250 grs las cuales fueron

aportadas por el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de

Buenos Aires. Los animales fueron sacrificados por decapitación. Se extrajeron las glándulas

suprarrenales colocándolas en solución salina de KCI 0,9%. Se les retiró el tejido graso y

conectivo que las rodea y se extrajo la cápsula para su posterior tratamiento. Todos estos pasos

fueron realizados a una temperatura de 4°C. Se procedió entonces a su homogeinización en

Buffer Krebs Ringer bicarbonato-glucosa. El pll de trabajo fue de 7.4

Una vez realizado el homogenato se realizó un fraccioramiento subcclular de forma de

trabajar con la fracción correspondiente a las mitocondria de las glándulas suprarrenales. Para las

incubaciones se utilizó el mismo bulTer pero con un agregado de propilenglicol (no más del

20%), de manera de ayudar a la solubilización de los esteroides que se usaron como sustrato. La

reacción fue iniciada por agregado de 0.5mM de NADPll como col'actor y las incubaciones

fueron llevadas a cabo a una temperatura de 37°C durante 30 minutos. La reacción se detuvo por

inmersión de los tubos en un baño de hielo-agua y posterior centrifugación. En los sobrenadantes

se midió la cantidad de aldosterona biosintetizada. (Ver Sección 2.4).

5.10.2Resultados

La Figura 5.14 muestra los resultados obtenidos en las diferentes incubaciones. Se
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Figura 5.14: Incubación de diferentes precursores de aldosterona. Todos los
precursores se encuentran en una concentración luM, tiempo de incubación 40
minutos, temperatura de trabajo 37°C. * no significativo; "p< 0.0| y *" p< 0.00l
todos respecto del control

puede ver que, como era de esperar, conicosterona es el mejor sustrato para la formación de

aldosterona; mientras que el dímero se comporta mejor que IS-OHB y lS-DAL.
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5.10.3Conclusiones

En este trabajo se ha investigado las moléculas formadas a partir del tratamiento de 18­

Ol-IB con ácido p-toluensull‘ónico

Bajo las condiciones estudiadas en medio ácido p-toluensulfónico, tres compuestos en

aparente equilibrio (lS-OllB, compuesto 4.33 y l8-DAL) pudieron ser aislados, incluyendo

por primera vez un dímero de |8-DAL. Estas moléculas fueron caracterizadas tanto por

espectroscopía de masa-fast atom bombardment (MS-FAB) (Tabla 5.1), como por HPLC

(Tabla 5.6), obteniéndose tres compuestos diferentes, uno de pico molecular correspondiente a

[2(]8-OHB)-2(H20)] '|- H ' -dímero de lS-DAL-. Los otros dos picos coinciden con lB-OHB y

lB-DAL, con tiempos de retención -por l-lPLC- totalmente definidos para los tres compuestos.

Partiendo de molaridades precursoras idénticas los moles de aldosterona formados a partir del

dímero duplican a aquellos formados a partir de lB-Ol-IB. Por otra parte, de acuerdo con lo

visto anteriormente, lB-DAL resultó mejor precursor para ALDO que l8-OHB, lo cual coincide

con trabajos anteriores de Cozza et al. (82).
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Capítuloó Efectos del Litio sobre la esteroidogénesis de

adrenal de rata y vizcacha.

6.] Introducción

El litio junto con el sodio, potasio, rubidio y cesio pertenecen al grupo lA de los

llamados metales alcalinotérreos de la clasificación periódica de los elementos. La estructura del

litio es similar a la del sodio y potasio compartiendo características fisicas similares. En cuanto a

sus radios atómicos el litio es el que posee el radio más pequeño (0.60 Á), siguiéndolo el sodio

(0.95 Á) y el potasio (1.33 Á) dando esto origen a efectividades relativas en diversos procesos

celulares. Por ejemplo, a diferencia del sodio y el potasio, el ión litio puede atravesar las

membranas biológicas.

Es muy conocida en estos tiempos la importancia de las sales de litio como agentes

terapéuticos, su uso se aplica en casos de manía aguda y es utilizado también como agente

proliláctico en la psicosis maníacodepresiva recurrente.

El ión litio, de todas formas, tiene uno de los rangos de dosis más estrechos de las drogas

más comúnmente usadas como psicofármacos. Es importante entonces evaluar sus propiedades y

conocer si existen efectos colaterales y reacciones tóxicas que tengan lugar durante la terapia. De

todas formas, tanto los estudio básicos como los clinicos que han tenido lugar durante los últimos

años han demostrado que el tratamiento por tiempos largos puede estar asociado con un rango

amplio de funciones endócrinas anómalas y toxicidades metabólicas adversas. Por ejemplo se ha

informado que el tratamiento largo con el ión litio en humanos, produce un hipofuncionamiento

de la glándula tiroidea y bocio, hipercalcemia e hiperparatiroid¡smo, inhibición de la liberación

de gastrina, junto con efectos gastrointestinales, cardiovasculares, liematológicos y alteración del

metabolismo de glucosa (184488). Jacobb, J.J. et al. (¡89) demostraron la influencia del

tratamiento crónico con cloruro de litio sobre la función adrenal en la rata macho. En estos

experimentos se observó un elevado nivel de la concentración de corticosterona en plasma. En

estudios previos (184,190) llevados a cabo en vizcacha se había demostrado que el tratamiento

crónico con el ión litio produce también alteraciones liistológicas sobre la corteza de la glándula

adrenal y sobre otros tejidos del animal en estudio. En la rata, el daño era menor. La vizcacha
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(Lagoslomus maximus maximus) es un roedor típico de las pampas argentinas,

predominantemente nocturno, el cual no se expone a largos fotoperíodos (l9l).

Se ha observado recientemente, en un estudio histológico, después de un tratamiento de

30 días con LiCl (lmeq/kg) que el daño producido por el ión litio, desaparece totalmente en la

glándula pituitaria, parcialmente en los testículos, permanece en el riñón y se incrementa en la

glándula adrenal de vizcacha.

Existen pocos trabajos que traten el tema del efecto del litio sobre la glándula adrenal. En

este trabajo se ha estudiado, en una primera aproximación al problema y como etapa inicial (le

estudios posteriores, la influencia del tratamiento crónico con cloruro de litio sobre el

funcionamiento de la corteza adrenal de vizcacha y rata.

6.2 Materiales y Métodos

6.2.1 Animales tratados

Para llevar a cabo estos estudios se utilizaron ¡2 vizcachas machos (Lagostomus

maximus maximus) que pesaban 4.5 —5.5 kg. Los animales fueron capturados (durante el mes de

febrero de [996) en su hábitat natural cerca de los alrededores de la ciudad de San Luis,

Argentina y se mantuvieron en cautiverio durante dos meses en jaulas aisladas, ¡manteniendo la

temperatura a (20 i 2)°C, con ciclos de l2 horas de luz-oscuridad con libre acceso de agua y

comida. Los animales se distribuyeron en dos grandes grupos, Grupo l (Grupo tratado): animales

a los cuales se les suministró una dosis diaria de LiCl, (lIneq/kg) en el lapso (le 30 días y un

segundo grupo Grupo ll (grupo control): animales a los cuales se les inyectó agua esterilizada y

destilada.

Por otro lado se utilizaron también l2 ratas machos Wislar (le peso entre ISO-200 grs.

Los protocolos de tratamiento fueron similares a los utilizados para las vizcachas.

6.2.2 Materiales

La aldosterona tritiada y corticosterona tritiada se obtuvieron a través de New England

Nuclear, Boston, MA, USA. Los esteroides sin marcación y la seroalbumina bovina (BSA)
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fueron obtenidas de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, US-A. Las columnas de extracción

utilizadas fueron SPE Backerbond spe octadecil (CIS) (las cuales trabajan con 3ml (le volumen y

500 mg en peso seco del adsorbente) y fueron adquiridas a J.T.Backer, Pltillipsburg, NJ, USA.

Todo el resto de los reactivos utilizados fueron de grado analítico.

6.2.3 Extracción de los esteroides (le plasma

Los esteroides plasmáticos se extrajel'on usando una columna de extracción de Fasesólida

Cm. Las columnitas fueron prelavadas dos veces con 3ml de Cl'hOH y equilibradas con 6m] de

agua. Los estudios se realizaron sobre lml de plasma, el cual fue colocado en las columnas y

posteriormente se lavó con una mezcla l-I2O: Cl'lgCN (80:20). Los esteroides fueron eluídos con

0.5ml de metano], 3 veces. Sejuntaron los tres extractos de metanol y se los llevó a sequedad

bajo atmósfera de nitrógeno. El sistema se reconstruyó con 100 ml de buffer borato 0.1M, pl-l =

8.0, para luego cuantificarlos por radioinmunoensayo.

Para poder calcular las pérdidas ocasionadas por el método separativo, a muestras de

plasma se les agregó |00.000dpm de Jl‘l-aldosterona ó lll-corticosterona y se las procesó en

forma paralela con las muestras en estudio. La radioactividad asociada a las muestras se midió en

un contador de centelleo líquido. Los porcentajes de recuperación fueron de 55-80% para

corticosterona y 74-90% para aldosterona.

Para el estudio enzimático se pesaron y homogeneizaron las glándulas adrenales, en un

buffer de homogeinización (ver más adelante). Se utilizaron los homogenatos como fuente

enzimática para los estudios de biosíntesis de DOC a ALDO y de DOC a B. Los productos

obtenidos de estas transformaci0nes fueron cuantificados por RIA.

6.2.4 Radioinmunoensayos

Tanto aldosterona como corticosterona fueron cuantificaclas en las muestras plasmáticas y

en los sobrenadantes de incubación por radioinmunoensayo (RIA) como se ha descripto en la

sección 2.7. Para ello se utilizaron anticuerpos específicos como fue descripto en trabajos previos

(l37;l38).
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6.2.5 lncubaciones

Las glándulas adrenales fueron homogeneizadas en un bufTer de homogeinización Krebs

Ringer bicarbonato pll=7.4, más el agregado glucosa en concentración 1.0 g/l. Se incubaron

alícuotas de homogenato conteniendo entre 30-300 mg de proteínas. El ensayo se realizó por

duplicado a 37°C durante 20 minutos en bufl'er de homogeinización conteniendo 0.5mM de

NADl’ll' y 30mM de l I-deoxicorticosterona (DOC).

La incubación fue iniciada por el agregado de NADPl-ll y se prolongó 45 minutos.

Luego, se colocaron los tubos de incubación en un baño de hielo-agua y posteriormente se los

centrifugó a l0,000 g durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente se cuantificaron los esteroides

presentes en el sobrenadante.

Se midió la conversión de ll-desoxicorticosterona a corticosterona (DOC —>B) y ll­

desoxicorticosterona a aldoslerona (DOC —>ALDO) según lo descripto anteriormente (¡37;l38).

Brevemente, aldosterona se pudo medir directamente en el sobrenadante mientras que para la

medición de corticosterona se tuvo que extraer DOC presente, pues tiene alta reacción cruzada

con el anticuerpo anticonicosterona. Para ello se realizaron dos extracciones con dos volumenes

de hexano (descartando la fracción orgánica) de manera tal de eliminar DOC presente en el

líquido sobrenadante de la centrifugación (Ver item 4.7 Determinación de esteroides).

Se midió la concentración de proteínas por el método de Braadford (¡40) usando como

standard para la curva de calibación sueroalbúmnia bovina (BSA).

6.3 Resultados

6.3.6 Niveles de esteroides en suero

Las ratas y vizcachas tratadas con Li' no presentan una (Lsminución significativa en los

niveles de corticosterona en plasma; los datos obtenidos se pueden observar en la Tabla 6.1.
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¿ESPEQÍE¿_ l CORTICOSTERONA EN :‘FLASMA‘VE'T"

(ng/ml)

CONTROL *—TRATA_¿I_)_Q_372i37
11.59i 0.60 {9.546:6?"

Tabla 6.]: Concentraciones plasmáticas de corticosterona.

"tratados vs. control, n = 3, p = 0.082.

"Tratados vs. control, n = 6, p = 0.075.

Los efectos producidos por el tratamiento con LiCl sobre los niveles de aldosterona

plasmática se muestran en la Tabla 6.2. Se observa que el efecto del catión Li' sobre la rata

produce un descenso del 77% mientras que en vizcaclia el fenómeno es inverso produciendo un

aumento del 416%.

ESPECIE ALDOSTERONA EN PLASMA

(pyml) . ___

' " " CONTROL
503 i- 95

‘I 31 :1: 47Vi'ZCACÏnAÏ’ i

Tabla 6.2: Concentraciones plasmáticas de aldosterona.

* Tratado vs. control, n = 3, p = 0.066.

“Tratados vs. control, n = 2, p = 0.056.

6.3.7 Actividad enzimática.
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Cuando los homogenatos adrenales fueron incubados con l l-desoxicorticosterona 30 ttM

durante 20 minutos y luego se midió aldosterona y corticosterona en los sobrenadantes de la

centrifugación, la conversión de l l-desoxicorticosterona a corticosterona en la glándula adrenal

de rata sólo disminuyó un poco en los animales bajo el efecto del ión Li" (vcr Tabla 6.3).

También se puede observar que la conversión de ll-desoxic:ort¡costerona a corticosterona

aumentó un 50% en el caso de las vizcachas tratadas con el ión litio.

¿FESÉÉC’IE pg CORTICOSTERONA/ -‘iiig DE ÏROïÉtNAMtÏN”

CONTROL o
RATA ' ¡5210.5 13.H0.8*

VÍZCÁCHA 10.4 i 0.5 15'19J; 0.6"

Tabla 6.3: conversión de | l-desoxicorticosterona a corticosterona (DOC —)B).

* Tratado vs. control, n = 8, p = 0.096.

"Tratados vs. control, n'= 5, p = 0.0001.

La conversión de l l-dcsoxicorticosterona a aldosterona (DOC -->ALDO) no sc vio afectada por

el tratamiento con el ión litio en rata (Tabla 6.4). Por el contrario, en vizcachas esta conversión

aumentó bajo el tratamiento con ión litio (Tabla 6.4).

{'ESFÉÜÍÉÏ’ pg ALDOSTERONA/ ’nj'g'ii‘iifiiióïÉiflÑÁJs‘íiÑÏíï

CONTROL “"i'itÁ'mDos i y '­
' RATA 0.202 i 0.064 _ 017138 J; 0028*

VlZC-ACI-ÍA ['M” ‘3’ó.s6’}tj'fí“"“ 'i ” 57325217W

Tabla 6.4: conversión de l l-desoxicorticosterona a aldostLerona(DOC --) ALDO).

"'Tratado vs. control, n = 8, p = 0.68.

“Tratados vs. control, n = 6, p = 0.000].
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6.4 Discusión

Existen en la actualidad pocos estudios que describan los efectos del ión litio sobre las

hormonas secretadas por la glándula adrenal. En los humanos, los trabajos hallados son

polémicos. Estas discrepancias pueden deberse a que las dosis usadas en los distintos trabajos no

son las mismas y/o en la duración del tratamiento aplicado y/o el horario en que las muestras

fueron tomadas.

Los niveles plasmáticos de corticosterona en ratas macho alcanzan un mínimo entre las

8hs y las ths am y se incrementan gradualmente durante el dia, alcanzando un máximo a las

4hs. pm. Jacob et al. (l978)(l92) demostraron que luego de dos semanas de tratamiento con LiCl

(3meq/kg, v.a.) aparece un aumento significativo de la corticosterona presente cn el suero a las

8hs. am el cual no se modifica en el caso de utilizar anestesia con éter.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que luego de 30 dias de tratamiento

con LiCl (lmeq/kg, ip) no se vio afectada la conversión de DOC a B ni la de DOC a ALDO en

ratas machos; mientras que los niveles en suero de corticosterona permanecen constantes tanto

para rata como para vizcacha. La diferencia entre los trabajos realizados por Jacob y su grupo

pueden deberse a que estos autores han utilizados dosis mucho más altas que las de este trabajo,

como asi también diferente duración del tratamiento.

En trabajos previos con vizcachas macho bajo tratamiento crónico con LiCl (3meq/kg x

día) se observó que los animales fallecían a los pocos días de comenzado el tratamiento. Estudios

histológicos realizados sobre la corteza adrenal de vizcachas sometidas a largos tratamientos con

LiCl, mostraron alteraciones características principalmente en la zona glomerulosa de la glándula

adrenal (¡90).

Jacob et al. concluyen que cl sitio dc acción del LiCI durante el tratamiento es el sistema

nervioso central y no la glándula adrenal, hipotetizando que la producción por el tratamiento con

Li+ proviene de un stress general el cual por momentos incrementa los niveles de corticosterona.

Estos resultados sugieren que el incremento en la biosíntesis de aldosterona y la variación

de los niveles séricos de aldosterona para rata y vizcacha puede deberse, en parte, a la acción

directa del ión [,i' sobre la glándula adrenal.
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En nuestros experimentos la actividad enzimática de producción de corticosterona sólo

aumentó en vizcacha luego del tratamiento con LiCl', mientras que la de producción de

aldosterona aumentó sólo en la misma especie bajo las mismas condiciones.

Que los efectos del ión litio sean diferentes para corticosterona y aldosterona

(evidenciado en suero) debe explicarse por el diferente origen de ambos esteroides como

hormonas. En efecto mientras que corticosterona es secretada por la zona fasciculata, la

aldosterona lo es por la zona glomerulosa.

Por otro lado la diferencia entre los resultados de los experimentos para

determinar niveles séricos y actividad enzimática, para el caso de la vizcacha, podrían ser debido

a la actividad de la enzima llB-hidroxiesteroide deshidrogenasa (l l-llSD). En efecto, si la

sintesis de corticosterona está aumentada (Tabla 6.3), la ll-llSD adrenal, que transforma

corticosterona en ll-dehidrocorticosterona, la disminuiría, dando niveles séricos sin cambios

(Tabla 6.1). Así, el LiCl aumentaría la actividad de I l-l-ISD en zona fasciculata. Para el caso de

aldosterona, siempre en vizcacha, los resultados en la determinación (le los niveles séricos y de la

actividad enzimática coinciden. Esta situación está de acuerdo con el hecho que la enzima l l­

HSD se localiza en zona fasciculata por lo cual, afectaría los niveles de corticosterona pero no

los de aldosterona (Recordar que corticosterona en zona glonierulosa sólo tendría función de

intermediario; ver Introducción, sección 1.2.2).

En rata, la situación es diferente e inversa. La variación en los niveles séricos y en la

actividad enzimática, ambas para corticosterona, no es afectada por LiCl (Tablas 6.] y 6.3), por

lo que bajo la hipótesis mencionada más arriba, en esta especie la actividad de ll-l-ISD no sería

afectada por LiCl.

Por otro lado, siempre en rata, para aldosterona, el LiCl no produce variaciones ni en los

niveles séricos ni en su producción enzimática.

Estos resultados muestran: l) la diferencia de comportamiento frente al tratamiento con

LiCl entre la rata y la vizcaclia; 2) el efecto del ión litio sobre algunos parámetros

esteroidogénicos adrenales.
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Capítulo 7 Conclusiones

Habiendo realizados las discusiones de cada tema al fur-alde cada capitulo, se realizara

aquí un breve resumen de las conclusiones a las que se llegaron a lo largo de esta tesis.

El trabajo hasta aquí presentado estuvo orientado a dilucidar aspectos fundamentales

relacionados con el estudio de los últimos pasos de la biosintesis de aldosterona, más

especificamente, aquellos relacionados con Ia cinética, el metabolismo y las estructuras de

esteroides intervinientes. Mediante la utilización de distintos inhibidores del paso tardío se trató

de hallar mediante métodos enzimáticos una respuesta al interrogante de cuántas enzimas

participan en estas transformaciones. Con este fin se diseñaron y aplicaron distintas estrategias

tales como, sustratos alternativos que pudiesen actuar como inhibidores competitivos, sustratos

suicidas y tratamiento con litio

Por otro lado se realizó un estudio químico estructural sobre la transformación lS-OllB

en lS-DAL, y se trató de comprobar si un compuesto de alto peso molecular (intermediario de

esta transformación) podia ser a su vez un intermediario en este camino biosintético. Con este

fm, se aplicaron técnicas de análisis estructural como EM-FAB

De acuerdo con los resultados de los experimentos se corcluye:

- En los primeros experimentos diseñados para encontrar las condiciones para las

mediciones de actividad enzimática se pudo apreciar que la presencia de los iones Ca' i o Mg' "

estimula la producción de aldosterona, a partir de l l-desc-xicorticosterona y a partir de

corticosterona. La presencia simultánea de ambos, por otro lado, causa un efecto sinergístico a

partir de l l-desoxicorticosterona. Se vio así también que el reemplazo (le iones Ca” por otro ión

divalente no mejora las condiciones de incubación.

- El cortisol (sustrato alternativo en el camino biosintético de aldosterona) se comporta

como un inhibidor competitivo en el metabolismo de DOC a ALDO, B a ALDO y lS-OHDOC a

ALDO; no inhibiendo el camino de DOC a B, ni el de DOC a lZSOl-IDOC.Tampoco se afectaría

la relación B/l 8-OHDOC en el camino a partir de DOC. De esta manera se podrían caracterizar a

las diferentes enzimas como sensibles a cortisol y no sensibles a cortisol. A su vez estos
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resultados darían las bases para compararlos tanto en las caracteristicas como en número con las

enzimas obtenidas por biología molecular (CYPl lBl y CYPl lBZ, ver Introducción).

- El compuesto lB-EtDOC se comportó como sustrato suicida en el camino de DOC a

ALDO. Se desarrolló un modelo matemático simple para el estudio de estos inhibidores, el cual

permite el cálculo de las constantes cinéticas de inhibición. Se aplicó este modelo matemático en

la inhibición por l8-EtDOC. Los valores obtenidos se encuentran en la Tabla 4.6. La

dependencia de la constante el sustrato estaría sugiriendo que en el metabolismo (le DOC a

ALDO estarían participando al menos dos enzimas, las que catalizarian las reacciones ya

descriptas por el modelo anterior (CYPl lBl y CYPl lBZ). La especificidad de la acción de 18­

EtDOC sobre CYP] lB2 resulta de significativa importancia como potencial fármaco para los

distintos casos de aldosteronismo (Ver Introducción)

- Por otro lado se han estudiado los productos formados en el camino de lB-OHB a

ALDO. De estos estudios, se pudo aislar e identificar un compuesto, inicialmente descripto como

Rm 4.33, el cual resultó ser un dímero de l8-OHB. Se hallaron las condiciones óptimas para

poder estabilizar y caracterizar a este compuesto, y una vez caracterizado se probó su bondad

como sustrato en el camino mencionado. Según los datos obtenidos se observó que si se partía de

cantidades equimoleculares de diferentes sustratos ya conocidos como así también de este nuevo

compuesto aislado, éste resultaba mejor precursor ya que los moles de aldosterona obtenidos

duplicaban a los moles obtenidos partiendo (le lB-Ol-IB. Por otro lado, se volvió a comprobar

que lB-DAL es mejor precursor para ALDO que lB-OlIB.

- Se estudiaron los niveles séricos y endógenos adrenales de corticosterona y de

aldosterona, como así también la actividad enzimática de la transformación de DOC a ALDO

usando como animal de estudio al Lagostomus maximus maximus. Mediante los experimentos

realizados utilizando animales control y tratados con litio, se observó que la vizcacha es más

sensible a estos tratamientos que la rata, animal usualmente utilizado en este tipo de estudios. Se

puede concluir que dado que el litio produce esta clase de efectos colaterales en estos animales,

se debería estudiar en humanos si dichos efectos se repiten en los tratamientos crónicos con el

ión Li' "
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