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La fluorescencia de los esteroides tratades con #cidos econcentrados €s cono-
cida desde hace tiempo en relacidn a su aplicacion para estudios analificos. H. Ka-
La®T (1) hace una revisibn muy amplia de los aspectos cualitatives de esle pro-
ceso. Casl todas Ias investigaciones se han hecho con la finalidad de aplicarlas a
las determinaciones de csteroides en liguidos hipldgicos, ¥ siempre s¢ han efee-
{uado sobre la base de admitir 12 {ormacion de un producto guimice definido por
la reaccifn del esterpide con el dcido concentradeo.

Sin embargo olrog hechos parecen indicar que ese producto, al que habria de
adecribirse la emision {luorescente, ¢s en realidad un conjunio mis o Menos com-
plejo de sustancias fluorescentes.

A Zarraroxt (2) ha observado la variacion del espectro de absorcitn de un
esteroide disuelto en sulfiirico en el transcurso del tiempo, E. J. UMBERGER ¥
I. ML CyURTIS (3) operan conm dcidos de dilerentes concentraciones ¥ de acuerdo
con ello aprecian variaciones en ¢l especiro de absercidm del mismo corlicoide,
fenomenao que fue observado asi mismo por J, H. Lixrorny vy colaboradores (4)
(5} (B} (7)., quienes demostraron que los especiros de absorcion cambian al di-
luir el producto de reaccidén con aleohol etilico o agua.

Los resultados son también diferentes segiin el deido empleado. En este sen-
tido se pueden citar las investigaciones de A. BOMPIANI (8), H. BRaUNSBERGER (9)
v J. W. GoLoziner ¥ colaboradores (10) en sus estudios comparatives con dcidos
sulfiirico v fosforico. L. R. AXELROD (11) emplea acido sulfurica fumante.

Particularmente interesantes a estos respectos son lag investigaciones de
S BerxstEy ¥ R, H. Lexsarp (12) (13) (14) quienes estudian los espectros de
absorcitn entre 220 y 600 mp de 220 esteroides disuellos on dcido sulfirico del
97 por ciento tras dos horas de reaceién a 25°C. Tabulan los miximos ¥ minimos
de absorcion de cada esteroide ¥ comprueban eue para algunas de Ias sustan-
cias estudiadas se satisface la ley de Beer entire los limites maximos de 20 a
45 pg por ml. En un estudic mis restringido (220-278 mpy interpretan que Ia
absorcion selectiva puede atribuirse al grupo celdnico aislade o al grupo OH, A
partir de estas observaciones dan ¢l maximo de absorcifén para varios cromélo-
ros. En general encucntiran que los esteroides hidroxilados presentan una absor-
citn selectiva entre 300-600 my. Los esteroides Ba & 38 monohidroxilados poseen
un maximo en la regidn de 300-350 mu. También observan maximos de absor-
cion entre 450-549 mp, especialmente entre 474-490 mpy, correspondientes a los
esterpides con el grupe hidroxiacetdénico en la cadena lateral. Ademds, observan
que los estercides que contienen un doble enlace aislado poseen una abzorcion
selectiva en la region de 400-349 mp.



440 V. M. FERNANDEZ, J. THOMAS ¥ &4 SAENZ DE BUBUAGA

Eig. 1

300 250 200
Almp)

| B=53.19649)



ARS PHARMACEUTICA 441

En la presente comunicacion damos cuenta de los resultados hallados por
nogotros en el estudio de los productos de renccion del 118, 17« 21 trihidroxi-4-
pregnenc-3.20 diona (hidrocortisona o cortisol) ¥ el dcido sulfurico a distintas
conecentraciones de etanol absoluto, Se han estudiade los espectros de absorcion
del cortizol en disolventes polares ¥ no polares, los del cortisol en mezclas alcohol-
sulfitrico de diferentes concentracidn relativa, la intensidad relativa de emisién
fluorescente de los productos de reaccion ¥ los factores que modifican las ante-
riores caracteristicas, También se ha investigado la separacion cromatogrifica de
esas sustancias ¥, a partir de sus propiedades espectirales, se ha tratado de in-
terpretar las posibles diferencias entre dichos productos.

Espectros de absorcidn del cortizol en varios disolventes

Se ha partide de hidrocortisona Fher, Tras desecacién hasta peso constante
g¢ prepararon disoluciones en agua, metanol, etanol ¥ diclorometano (Merk), ob-
teniéndose el espectro de absorcion enire 200 y 300 mp (figura 1) en espectrofo-
tometro de registro. Los maximes de absorcidn, determinados con espectrofotd-
metro Beckmann DU, son los siguientes:

Disolvente =~ Amax
agua 2475 mp
metanol 2420 mp

etanol 2420 mp

diclorometano 2390 mp

Los valores ebtenidos para el coeficiente de extincidm molar han sido:

€N aguac: e= 158 10° {2475 mu)
en meianol ; =146 10° (2475 mp)
i e 3 159 107 (242,00 mp)

en etanol : = 14,3 107 247.5 mp)
s/ =158 1P 242,00 mpu)
en diclorometano: e= 127 ¥ (247,56 mpu)
rf = e= 160 107 (230,0 mp)

- M
n

La polaridad mayor del diselvente desplaza ] maximo de absorcidén hacia
mayores longitudes de onda, asi como también eleva el valor del coeficiente de
extineion, hecho que se justifiea teniendo en cuenta gue la absorcion de esta sus-
tancia €n la zona de 240 mp se debe al grupo cetdnico A-C-3, correspondiente a
una transicion = =M s * (15),

Factores que modifican lo intensidod relativa de emision filrorescente

La medida de la intensidad relativa de fluorescencia ze ha efectuads en
fluorémetra proporcional Beckman dotado de limpara de mercurio ¥ f65foros de
seleccion. Los filtros primarios utilizados han sido un Schott UG11 ¥ un Cor-
ning 5G3,64 asociade a otro Corning CST 59, ¥ un secundario Corning CS,68, que
corresponden a acuerdo com las indicaciones de J. Vax pEr Vies (16) ¥ A. VER-
MEULEN ¥ M. Vax per Straerex (17), a radiaclones de excilacién de 300-360 mp
¥ 420 mp, ¥ transmision =530 mpg para el secundario. Como sustancias de refe-
rencia se han empleado las barras de uranio de que va provisto el instrumento.

Se ha comprobadoe que existe proporcionalidad entre la respuesta del ins-
trumento ¥ la concentracién de cortisol en reactive fluorescente (sulfiirico-etanael),
entre los limites 1,7 pg ¥ 170 pg de estercide, Este dltimo se ha extraido con el
reactivo fluorescente a partir de una disolucién en diclorometano.

En relacidn al tiempo dptimo de experimentacidn se han comprobade gque
transcurridos 90 minutos se alcanza la mixima emisién fluorescente (fig, 2).
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La composicidn del reactive fluorezcente influve sobre la intensidad de la
fluorescencia, habiéndose lograde los mejores resultados con reactivo de com-
posicidn T0:30 (sulfiirico-etano v:v). Este hecho se pone también de manifiesto
en las experiencias realizadas a varias temperaturas,

I de fluorescencia (%) (3 mg/ml)

Temp. (C) ST
20 75,0 83,5 35
25 72.0 83,5 2.0
30 70,0 83,5 —
35 67,0 74,0 —
10 64,0 68,0 -

(a) Sulfirico-etanol 90:10 (v/v)
(b) Sulfirico-etanol 70:30 (v/v)
(e} Sulfirico-etanol 50:50 (v/v)

Estos resultados se han llevado 3 la figura 3. ¥ de la observacion de los mis-
mos s¢ aprecia que la intensidad de fuorescencia decrece notablemente con el
incremento de temperatura disminucién gue no es paralela entre los distintos
reactivos fluorescentes, La pérdida de emizion es superior en el caso del reac-
tivo T0:30.

H, KavLaxt (18) estudia la influencia de la femperatura en experiencias rea-
lizadas con hidrocortisona ¥ dcide fosfirico. Encuentra gue el maximo de absor-
cién para los 100° de calefaccion se presenia a los 5 minutos, ¥ que después de-
crece. Conforme disminuye la temperatura se precisa mds liempo para llegar al
mixime, que siempre s mas bajo al descender la temperatura. De estos hechos
deduce la presencia de dos procesos diferentes: uno, gue leva consigo la forma-
cidn del producto fluorescente ¥ oiro que supone su destruceion. Indica que el
segundo tiene lugar en menos extensién ¥ con un coeficiente térmico mas bajo.
Aunque las experiencias de Kalant son distintas de las efectuadas aqui, sin em-
bargo pueden ser indicativas =i se tiene en cuenta gue, en nuestro caso, el estudio
de la intensidad de la fluorescencia s=e¢ ha realizado en un medio que simulti-
peamente e5 el reactive fluorescente, lo gue implica una influencia de la tem-
peratura sobre la reaccion misma que origina el producto [uorescente, Pero, se-
gin Kalant, esa influencia ez en ¢l sentide de que el aumento de la temperatura
debiera incrementar la flugrescencia, al tanto que en nuestras experiencias su-
cede lo contrario, Queda entonces comprobadn que o] efecto observado por nos-
oiros es ¢l correspondiente a la extincidn por desactivacion colisional, asi como
gue ¢l segundo efectn, incremento de la fluorescencia con la temperatura, e tan
reducido gue gueda enmascarado por el primero.

S¢ han determinado los valores de densidad ¥ viscosidad de cada uno de
los reactivos fluorescentes ensayados. Los datos de wiscosidad de la tabla se han

llevado a la figura 4, tomandolos frente a las intensidades de fluorescencia. co-
rrespondientes.

Densidad Viseosidad (milipoises)

Femp. (CT) S (a) ®_ @ () (b) (o)
3 20 1,763 1,583 1,378 200,1 219.1 2441
25 1,759 1,580 1,374 166,58 1824 201,2
a0 1,755 1.576 1.371 139.1 1524 166.9
35 1,752 1,572 1.368 1187 128.6 141,1
) 1,749 1,569 1.366 98.4 106.7 1175

{a) sulftrico-etanol 90:10 (v/v)
(b) sulfurico-etanol 70:30 (v/v)
{c) sulfOrico-etanol 50:50 (v/v)
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La maxima wviseosidad corresponde al reactive 50:50 a 20°C, que no es por
oiro lado ¢l que origina mayor fluorescencia, ya oue éste es, como se ha dicho
anteriormente, el de composicion T0:30 cuva viscosidad a 20°C es 21891 mili-
poises.

Puesto que el reactivo fluorescente estd integrado por dos sustancias que
en todos los casos se hallan en exceso frente al cortisol incorporado. cabria pen-
sar que las diferencias halladas podrian estar condicionadas por la mayor o me-
nor viscosidad del medio,

De la figura 4 puede apreciarse gue en cada caso hay un maxime gue no
corresponde con la viscosidad mdxima, A 20°C ze presenta la maxima fluores-
ceneia para reactivos diferentes, a pesar de que a esa temperatura las viscosi-
dades difieren mas entre =i,

Con el objeto de conocer el posible cambio del espectro de absorcidn de las
sustancias fluorescentes con el transcurso del tiempo. se han preparado mezelas
de sulfirico-etanol de distinta composicidn relativa ¥ se han hecho reaccionar
con la misma cantidad de cortisol, registrindose el cspectro de absorcién de 30
en 30 minutos, en la regidn comprendida entre 200 v 580 mg (figuras 5, 6 v 7).

El espectro de absorcion obienido a los 30 primeros minutos de reaceién coin-
eide con los sucesivos de la misma muesira. Con reactivo sulfirico-etanagl 90- 10
(v/¥} se encueniran maximos a 240, 280-80, IB0-90 ¥ 470-20 mp gue coinciden
€n pogicion ¥ altura relativa eon los indicadas por 5. BErnsTEIN ¥ R, H. LENHARD
(14) al emplear dcido sulfiirico concentrado.

Con reactive de composicién 70:30 el pico a 470 mp es de altura menor ¥
desaparece con el 20:80, En este Gltimo caso hay un desplazamiento del pico de
200 mu a 250 mp.

H. Karaxt ha estudiade la variacion del cipeciro de absorcion de algunos
esteroides tratades con dcido fosfirico. Tras la adicien de agua al reactivo fluo-
rescente observa un proceso parecido al indicado agui, Ese desplazamiento re-
sulta caracteristico de los compuestos gue contienen el grupo cetonico ASC-3,
que en medio dcido experimenta una aceptacién proténica con ereacin de un
i6n susceptible de estabilizacidn por asoeciacién con otras moléculas a través de
sus OH en posiciones C-11 & C-17, La dilucidén provoea posiblemente un efecto
inverso al anterior, lo que leva consige un desplazamiento de esa banda hacia
la regién de 240 mp.

La posibilidad de formacidn de asociaciones moleculares podria confirmarse
sl 2 tiene en cuenta la obzervacidn de 5. BERNSTEIN ¥ R. H. Lexunaip de que
el espectro en medio sulfirico, en la zona de 300-398 mu es tanio mdas complejo
cuantos mas grupos hidroxilo posee, Si egos hidroxilos han cstablecide un puen-
te de hidrogeno con el idn originado por protonizacién. habra una simplificacidn
grande del espectro tras la dilucién con alcohol etilico, Esta suposicion gueda coni-
firmada por nuestras experiencias con reaclivos fluorescentles de diferente con-
centracidn sulfiurica.

Otro de los picos que desaparece por dilucion es el de la zona 480 mu
3. BErnsTEIN ¥ R. H. LENsArD (14) han establecido correlaciones entre 12 esie
roides que contienen la cadena hidroxiacetdnica lateral en C-17. Encuentran que
todos ellos poscen una absorcion entre 474-535 mp ¥ que once tienen una absor-
cion selecliva entre 474-490 mp. De conformidad con esias observaciones, nues-
tras experiencias son indicativas de que el grupo cetdnico originado por oxida-
cion de referida cadena (la oxidacion con bismutato sédics del cortizol condoce
a un grupoe 17-cetdnico), responsable de la absorcion a » 480 my, sufre una proto-
nizacidn en medio dcido dando lugar a azeeiaciones andlegas 2 las indicadas pre-
cedentemente. Este cromdforo desaparece por la dilucién con alcohol etilico, por
un proceso de escisidn andlogo al anterior, Sin embarge no hay lugar a la apa-
ricion de un nuevo pico. ¥a que el grupe C=0 en posiclén C-1T no estd con-
jugado con otro doble enlace.

Con objeto de efectuar la separacién de los productos que integran la mez-
cla fluorescente se han ensavado la cromatografia sobre papel v la de capa fina
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Esta Gllima noz ha dade mejores resuliados conforme a ensayos preiimir{a;ca
descritos en otro trabajo (19). 2.62 mg de cortisol se iratan con 2 ml de su:Hunm
¥ s¢ agitan hasta total disolucidn, Sobre esta se anade agua destilada, inicial-
mente gota a gola en bafo de hielo, hasta completar un volumen de 200 ml El
soluto se extrae dos veces con diclorometano en porciones de 20 ml, Tras evapo-
racion del disolvente el concentrado se deposita en placa de silicagel, desarro-
lindose con una mezcla de benceno-acetona en la proporeion de 4: 1 (w/v) A=
=e han obtenido =eiz fracciones. cuyos Rf se han recopilado en el trabajo antes in-
dicada (19), En un segundo desarrolle se han obtenido nuevamente, con benceno-
acetona 1:1. oiras fracciones oue examinadas a la luz wliravioleia dan colores
que varian entre el amarilla, verde ¥ azul, pero cuyos valores de Rf no resultan
concordantes de unas experiencias a otras. La elucidn de cada fraccion tras el
primer ¥ sepundo desarrollos se ha realizado con alcohol etilico absaluto.

Los colores de fluorescencia de las manchaz por examen directo manifiestan
que sustancias de fluorescencia aparente andloga poseen RI diferentes. Los es-
pectroz de absorcién de los eluidos indican en muchos casos un méximo acusado
en la zona 230-245 mu (fig. 3) ¥ otro 350 mp, si bien hay algunos que lo poseen
a 280 mpu,

Estos hechos confirman las interpretaciones dadas en paginas precedentes a
los espectros de absorcidn estudiados ¥ los efectos de la dilucion sobre los mis-
mos. Pero asi como entonces se hacia referencin a entidades diferentes, ahora,
iras la consideracidn del cromatograma del primer v segundo desarrolios, cabe
admitir que las distintas eniidades estin asociadas entre si, en combinaciones di-
ferentes, mediante puentes de hidrigeno, ¥ que por la dilucion hay lugar a un
proceso inverso. Como resultade hay lugar a Ia formacién de grupos de molécu-
las con wvalores de B diferentes aunque posean entidades comunes. Las posibili-
dades son miltiples ¥ serin objeto de posterior estudio.

Granada, curso 1968-69
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