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PRERPARACION DE DERIVADOS ESTERQIDALES Y -

SUS CONJUGADOS A ALBUMINA SERICA BOVINA,.




II.INTRODUCCTION,

Desde que Yalow y Berson reportaron un mé&todo
de gran sensibilidad para determinacién de insuli-
na en plasma, llamado radioinmunoandlisis, éste se
ha aplicado a casi todas las hormonas proteicas ~

conocidas (1) y hormonas esteroides (2), (3),.

Debido a las aplicaciones tan importantes gque
el radioinmunoandlisis encuentra en diversos cam -
pos tanto mé&dicos como bioquimicos, existe gran in
terds en la obtencidn de anticuerpos especificos a
fin de poder determinar con mayor precisidn y rapi
dez tanto las hormonas como sus precursores y meta

bolitos.

Los anticuerpos se obtienen mediante la inmu-
nizacién de animales de laboratorio, utilizando, =
como antigeno la sustancia contra la cual se quie-
ren producir anticuerpos. Un antigeno es una sus -
tancia orgdnica de peso molecular elevado, como --
por ejemplo las proteinas y los polisacdridos. -
Landsteiner establecid gue molé&culas orgédnicas de-
bajo peso molecular que por si solas no son anti -
~génicas, si se unen mediante enlaces covalentes a-
una macromol&cula, el conjugado resultante es ca -

paz de inducir la produccidn de anticuerpos especi
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ficos contra el compuesto orgdnico de bajo peso mo

lecular (hapteno).

S. Liberman y colahoradores prepararon deriva
dos esteroidales para conjugarlos a albdmina sépri-
ca bovina; induciendo con estos antigenos la pro -
duccidn de anticuerpos relativamente espeqificos,_
Esperaba que tanto los antigénos como los anticuer
pos presentaran propiedades antihormonales, para -
utilizarlos con fines terapefiticos en el cam?o de-

la Endocrinologia.

Afios m&s tarde Abraham (4) en base a investi-
~gaciones de Yalow y Berson, S. Liberman y de la -~
doctora Murphy, desarrolla el radioinmuncanglisis-
de esteroides, método capaz de medir niveles hasta

de picogramos (10-12

~g), pero que requiere de anti
cuerpos de especificidad, afinidad y tftulos al -

tos.,

En el trabajo presentado en &€sta tesis se -
prepararon derivados de esteroides de interés en -
la QUIMICA CLINICA; y sus conjugados a alb@mina -
sérica bovina; para ser empleados como antigenos -

en procesos de inmunizacidn activa.



-3

0BJIETLYO.

El objetivo en este tipo de trahajos es el de
preparar derivados esteroidales para conjugarlos -
a una proteina acarreadora por medio de enlaces -
covalentes para producir conjugados estables., Re -
portidndose- én &sta tesis la preparacidn de‘}osiu -
hemisuccinatos de laithidroxi—testosterona}y del-
17 @—tetrahidropiranil - oxi - & -~ hidroxitestoste
rona y las -3-0O-carboximetiloximas de la 17%<¢- hidro
xiprogresterona y del 20 etilencetal de la 17e¢- hi
droxiprogesterona ademds sus conjugados a alblmina
sérica bovina, con el fin de emplearlos como anti-
_genos para que éimgiwgaainistrarse a conejos, se =
obtengan antisueros que contengan anticuerpos de -
alta especificidad; afinidad y titulos, contra -
testosterona y 1ﬁi—hidroxiprpgesterona, contribu -
yendo a los métodos de radioinmunoandlisis que se-
llevan a cabo en instituciones como el I.N.N.,, el-

C.M.M.,, etc.
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IIT.- ANTECEDENTE S,

La necesidad de determinaciones rdpidas de -
niveles hormonales en la deteccidén de alteraciones
de diversa Indole, empleando vollmenes ﬁequeﬁos -
de suero o plasma, ha apresurado la investigacidn-
de m&todos relativamente simples como es el radio-
inmunoandlisis "R.:I.A." desarrollado por Yalow y -
Berson para la cuantificacidn de insulina (1), cu-
yo principio es el mismo de los métodos de "andli-
sis por saturacidn'" de Ekins (5) y de "andlisis =
por desplazamiento" (6) "C.P.B." (competitive -
protein binding) desarrollado por Murphy (7), que-
nos permiten medir en forma confiable las pequefias
cantidades end8genas de hormonas. Estos métodos -
aungue son de.granAsensibilidad ya que miden nive-
les de nanogramos y atin de picogramos, no se han -
aplicado a la rutina en todos los casos, debido a-
que réquieren'anticuerpos de alta especificidad. -
El principio en que se basan estbs métodos, es la-
ley de accidén de masas; asi, si tenemos una sustan
cia P en una concentracidén determinada, que se ha-
ce reaccionar con otra sustancia E en otra concen=
tracidn dada, se establece una velocidad de reac -
cidn KiApara.la formacidén del complejo PE y otra -

velocidad K2 para disociacifn de &€ste en P y E:
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1 —~  { pE]

L[] + [=]
= K2

Cuando se establece el equilibrio se tiene:

Ki_FE‘]{Pj = N K EPE};%

Por lo tanto la concentracidén del complejo PE en -
relacidn inversa a las concentraciones de Py E -
nos dard una constante de equilibrio que se expre-

sa:

E corresponde a dos poblaciones de moléculas del -
mismo tipo, una de las cuales estd marcada radioac
. # . .
tivamente B, P es una sustancia que reacciona con
E especificamente. En el "andlisis por saturacidn”
P puede ser una proteina y E una sustancia cual -
quiera, por ejemplo una hormona; en el "and&lisis =
por desplazamiento" P es una proteina plasmitica -
transportadora especifica o tisular receptora espe
cifica y E es una hormona; finalmente en el "radio
inmunocanilisis" P es un anticuevrpo especifico y E-

es una hormona.,
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La experiencia obtenida de los trabajos de -«
muchos investigadores en la caracterizacidn de -
"C,P.B," y de "R,IL.A." para polipéptidos y hormo ~
nas proteicas, ha dejado al descubierto las propie

dades requeridas por tales sistemas (8).

Murphy, en una discusidn del mé&todo "C.P.B."-
(9) indica los tres requerimientos principales pa-

ra la aplicacidn de sus principios.

lo.) Una proteina de enlace especifica para -

la sustancia que se va a medir.
20.) Una forma marcada de tal sustancia,

30.,) Un método de separacidén del material -

unido a la proteina del no unido,

Las categorias generales para las té&cnicas de
separacidén incluyen medios fisicos, quimicos e in-

munoldégicos como son- (10):

DIALISIS DE EQUILIBRIO
PRECIPITACION SALINA
DOBLE ANTICUERPO
CARBON DEXTRAN
ANTICUERPOS INSQLUBLES

Una secuencia general para la determinacidn de
una sustancia E, digamos una hormona, utilizando -
€stos métodos de andlisis, se indica en el esquema

nfimero 1.



_ESQUEMA T

Sustancia E |

fozﬁgmﬁgiggdgeéﬁa

poY cuantificarsd

Cuantificacién de
E utilizando‘cual
quier fraccibn. -

Kdmisidn de
la protefna P qu
reacciona especi
ficamente con B

‘ "'Sn‘paraciél‘a -{
de la fraceién u-
nida, é la frac—f

¢ién lbre,

v z, 2|
{Si es necesario)’
Bxtraccibn g
- Purificacién [——3
Ectracto de
Ey
Medida de <
: Recuperacién"ff——»
A
. Incubacién |
" }Praccién no unida

_E, EX

‘Fraceibn unida

"PE , PEW
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Asi, para determinar la concentracidn de una-
hormona E en un fluifdo bioldgico (plasma, etc.),-=
se toman uno o dos mililitros, se adiciona una can
tidad conocida medida en desintegraciones por minu
to de la forma radiocactiva E'de alta actividad es~
pecifica a fin de que la masa_que gse adiciona sea-
despreciable respecto a E y a la sensibilidad del-
método, S8i es necesario se hacen purificaciones y-
extracciones para eliminar sustancias interferen -
tes, tomando en cuenta la medida de recuperacidn -
de estos procesos, en funcidn de la radioactividad
presente en la muestra y en el extracto. Se adicio
na el anticuerpo que reacciona especificamente con
la sustancia por determinarse, se incuba y se sepa
ran las fracciones libre y unida., La distribucidn-
de radiactividad serd pro?arcional a la cantidad -
de sustandéia E @or medir en las fracciones libre y
unida.s pudiendo medirse cualquier fraccidn. En -
~general se corren curvas batrén‘simult&neamente, -
con lo cual se determinan los valores de muesfras~

problema por interpolacidn.

Al sepr evidente la aplicabilidad general de -
los principios del radioinmunoanilisis, ya que los
procedimientos pueden ser adaptados para cuantifi-
car cualquier sustancia hormonal, se han preparado
antisueros contra hormonas progresivamente mds pe-

quefias, aunque las llamadas determinantes antigé -
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nicas, se cree son abroximadamente.equivalentes a-
sustancias de beso molecular de 600 a 800, sustan-
cias hapténicas méds pequefias, han mostrado su caﬁi
cidad de sep antigéndcascguando:se.conjugan: a Na&exo
moléculas orgdnicas. Asi desde hace algunos afios~-
se han preparado conjugados proteina-esteroide. La
posibilidad de hacer que los esteroides, que Qor -
si solos no son antigénicos; adquieran antigenici-
~~dad al acoplarse a proteinas, viene de los estu -

dios clidsicos de Landsteiner .(11).

En resumen, Landsteiner encontrd que si un nd
mero suficiente de moléculas orgdnicas de bajo pe«
so molecular se unian por medio de enlaces dovale&
tes a una molécula ﬁroteica, el conjugado resultan
te serfa capaz de inducir la produccidn de anti -
cuerpos especificos contra la protefina acarreadora
y contra el compuesto de bajo peso molecular al -

que llamd hapteno (12),

Clutton (13), utilizd este ﬁrincipio y tuvo -
éxito al preparar derivados de tiroxilo y conjugar
los a Proteinas, obteniendo anticuerpos que eran -
capaces de inhibir la accidn fisioldgica de la ti-
roxina (12) (18), obtuvo anticuerpos también con -

tra sulfas, aminodcidos, etc,

Von Mooser y Gkiliches (I4) prepararon conju-

_gados proteina-esteroide a partir de derivados dia
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zoados, pero fallaron en sus intentos ﬁara obtener
anticuerpos, Sﬁrunt y Dulaney (lS)‘reéortaron en -
forma abstracta la obtencidn de anticuerbos contra
17 - estradiol, los datos insuficientes que se -

tienen nos impiden evaluar su trabajo.

En 1957 Sehon y colaboradores (16) rebortaron
la preparacidén de un conjugado proteina-estrona ca
paz de inducir la produccién de anticueréos especi
ficos (17).

Erlanger y Lieberman (18), (19), reportaron -
en 1957 y 1959 sus trabajos sobre la preﬁaracién -
de conjugados de esteroides con albGmina sérica -
bévina, unidos covalentemente, En sus estudios ori
~ginales, fueron atraidos bor las posibilidades te-
rapetiticas de inmunizacidén con esteroides, por -
ejémplo esbéraban evitar la castracidn quirtdrgica-
por medio de inmunizaéién activa contra testostero
na y estrbgenos de los pacientes con céncer ﬁrosté
tico, o la ovaricebtomia en la mujer que sufrieva-
cdncer mamario, con la ventaja de que el procedi -
miento inmunoldgico seria més efectivo porque neu-
tralizaria el esteroide enddgeno circulante, ya -
que la produccidn de hormonas esteroides no es -
exclusiva de una sola gléndula, sino que existen -

otras vias alternantes de produccién (20} (21).
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Inicialmente los esteroides se conjugaron al
acarreador proteico por medio de los grupos funcio
nales localizados concretamente en la posicidn 3 -
del anillo A y la 17 o 21 del anilloc D, es decir-
en los grupos llamados determinantes, produciendo-
anticuerpos relativamente inespecificos con consi=
derable reactividad cruzada con esteroides estruc-

turalmente similares (22).

Midgley y Niswender (23) indican las venta--
jas de elegir una posicidn estructuralmente finica-
y conjugar lo mds alejado posible de los grupos de
terminantes, para lo cual se han prohado diversas-=

posiciones como son: 6, 7, 11, 19 entre otras.

Los anticuerpos contra esteroides varlan en<
especificidad segin el sitio de acomplamiento del-
esteroide con la proteina acarreadora, les conjuga
dos en la posicidn 3 han mostrado mayor especifici
dad que cuando se acoplan a través de 17, esto per
mite suponer que en el reconocimiento Inmunoldgico
son més importantes los camhios de polaridad en 17
que los pequefios cambios estereoquimicos en el ani
1lo A. Asi también los conjugados en 4 han confir-
mado ésta hipdtesis, al obtenerse anticuerpos de -
alta especificidad, teniendo poca o insignificante

reactividad cruzada con otros esteroides probados.

Para preparar un conjugado se emplean deriva
dos esteroidales como son los hemisuccinatos, las-

O~carboximetil oximas y clorocarbonatos, utilizan~
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do grupos oxhidrilo o cetbnicos en la mol&cula del
esteroide como puntos de anclaje para formar deri-~
vados estables que proporcionen enlaces covalentes
fuertes entre el esteroide y la proteina, previnién
dose la lisis "in vivo" durante la inmunizacidn, -~
se utilizan los grupos ¢. ~amino de residuos de 1li-
sina de la alblmina sé&rica bovlna para la forma---

cidn del enlace covalente (21)

Para la eleccidn de los componentes adecua--

dos de un conjugado se debe considerar:

I).- La proteina empleada debe conseguirse -
en una forma relativamente pura, su contenido de -
aminodcidos debe ser razonablemente hien conocido-
y debe tener un niimero suficiente de sitios de -

unidn para el enlace con gl Hhapteno.

IT).- La estructura del derivado esteroidal-
debe diferir lo menos posible de la hormona hiold-

gicamente activa de que trata.

ITII).- El enlace entre el hapteno y la pro-=-

teina debe ser de tipo covalente.

El contenido de aminodcidos de la A,$,B. es-
bien conocido (24) y &sta se puede adquirir en for
ma relativamente pura. Los grupos ¢ -amino de los~
residuos de lisina, representan los sitios de aco-
plamiento més abundantes()se tienen 52 y unsi-ami-
no terminal, 21 oxhidrilos fen8licos de residuos -

de tirosina, 6 grupos sulfhidrilo de residuos de--
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cisteina y 17 grupos imidazol de residuos de histi

dina por molé&cula de A.S.B.

En la preparacidn de sus conjugados Erlanger
utilizd la A.S.B. por la abundancia de grupos & -
-amino en la mol&cula, y por el desarrollo de téc
nicas para la formacidn de enlaces peptidicos, aun
que en ese tiempo dominaban los m&todos de acopla-
miento mediante derivados diazoados utilizados des

de Landsteiner,

Han sido utilizadas diversas macromocléculas-
en la elaboracidn de conjugados como son fraccio=-
nes globulinicas, alb@iminas sé&ricas, hemocianina,-

ovoalbtmina, fibrindgeno, celulosa, etc. (2u4).

Los conjugados con albiminas son en general-
mis solubles que los de globulinas y ovoalbhtmina,-
siendo utilizados mé&s loz primeros, ya que aunque-
los insolubles sean funcionales en inmunizacidn,-

no se pueden caracterizar.

Los métodos que se han empleado para conju-=
gar haptenos esteroidales a proteinas, con forma~-

cidn de enlaces peptidicos son:

a) El1 método del anhidrido mixto....(183(19)
b) La reaccidn de Schotten-Baumann.,{18)(19)

c¢) E1 método de la carbodiimida...... (25)..

Las condiciones experimentales en las reac--
ciones de acoplamiento entre los derivados esteroi

dales y la A.S.B. se escogieron para favorecer la-
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formacidn de enlaces peptidicos con los grupos ami
no libres y el derivado hapténico apropiado. La --
reaccidn se lleva a cabo a pH alcalino en mezclas-
de disolventes miscibles con agua (dioxano, tetra-
hidrofurano, etc) y siempre se usa un exceso de la

sustancia hormonal.

Lieberman caracterizd sus conjugados y deter -
minae el nimero de haptenos esteroidales conjugados
por molécula de A.S.B. utilizando varios criterios;
movilidad electroforétiéa, hidrdlisis del conjuga-
do, dinitrofenilacidn y andlisis de absorcidn de -
l&é7;l£ré§i6iefa;7€gfewﬁl;iﬁﬁ ésmélméréceaiﬁiehfé—r
que se sigue principalmente para determinar el nG-
mero de haptenos por molécula de A.S.B., por lo ge
neral los grupos hapténicos presentan absorcidn de
energia en las regiones del espectro electromagné-
tico del ultravioleta y del visible, propiedad que

se aprovecha como se indica.

Abraham ha utilizado un procedimiento simple -
que consiste en incoporar un poco de hapteno radio
activo en la conjugacidn, pudiendo hacer una esti-
macidn directa, al contar el material radioactivo-

no dializable.

Se han realizado estudios relacionadoes a la -
utilidad de anticuerpos contra esteroides, el gru-
po de Lieberman, pudo estudiar el papel que tienen
varias hormonas -es procesos fisioldgicos y patold

gicos (10), en virtud de que los anticuerpos pue =«



-15

den neutralizar la actividad bioldgica de las hor-
monas enddgenas circulantes, asi como las adminis-
tradas exdgenamente, llegando a clarificar mecanis
mos que controlan procesos reproductivos tales co-
mo el papel de estrdgenos en el surgimiento de la-
LH ovulatoria y el juego de estrégenos y progeste-

rona en la implantacidn y embarazo, etc.
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IMPORTANCTIA “

En 1940 Marker (26) obtuvo progesterona a

partir de la diosgenina, presente en el barbasco

mexicano. Después de esa fecha, se han obrenido

por medio de transformaciones quimicas todas las -
hormonas esteroides, sus precurseores y metabolitos,
desarrollidndose amplias invesfigaciones farmacold-
gicas con los productos elaborados, Antes de todo-
eéste desarrollo de la industria de los esteroides,
estos no se podian ohtener mds que en cantidades ~
bajisimas, Butenandt (27), aisld 15 mg, de andros-
terona a partir de 1500Q litros de orina de homhres
normales y para aislar unos miligramos de progeste
rona necesitd casi 100 kilos de cuerpo luteo de =
cerdos hembra embarazadas. Asimismo los métodos pa
ra 1% Jdetepminagddpnde niveles hormonales hasta elw
afio de 1961 eran poco precisos y daban una imagen-
confusa e imperfecta del estado funcional de las -
glédndulas enddcrinas ya que muchos de los metaholi
tos encontrados en orina priﬁienen de diferentes~-
glédndulas, ademds de haber presentes metaholitos -
en orina que pueden estar asociados a factores co-
mo son funcionamiento renal, hepdtico, etc. Los ni
veles extremadamente bajos en gque normalmente se -
encuentran las hormonas esteroides, han hecho que-
las té&cnicas de determinacidn de &stas fueran em-<
pleado los mé&todos analiticos desarrollados en la-

quimica, y asl se utilizaron técnicas polarogrifi-
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cas, de fluorecencia y de infrarrojo, etc. que re-
querian ademds complicadas correcciones matemdti--
cas a fin de minimizar la influencia que sobre los
resultados ejercian las llamadas ‘impurezas pardsi-
tos, que casi siémpre resultaban imposibles de eli
minar a pesar de las purificaciones exhaustivas a-
que se sometia la orina por analizar. (29),Pasando
a técnicas microanaliticas que emplean mé&todos ha-
sados en el uso de isbtopos radiocactivos, de doble
dilucidn isotdépica y de cromatografia de gases -
(30) pero estos métodos resultaban ademds de costo
Sos no muy precisos y sumamente laboriosos (28). -
Finalmente se desarrollan las técnicas de andlisis
por desplazamiento por Murphy y el radioinmunoand-
lisis de esteroides por Abraham, m&tedos con que ~
se han logrado avances inusitados e importantes ya
que al fin se lograron conocer los niveles realesg-
en fluidos bioldgicos de las principales hormonas-
esteroides tanto en individuos sanes como enfermos,
siendo mé&todos que han ngfado aplicarse a los and
lisis clinicos rutinarios, que ayudan al diagn8sti

co rdpido de multiples padecimientos end8crinos,
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IV.- CONSIDERACIONES TEORICAS.,

En los antecedentes se hace ver la necesidad
de optimizar los mé&todos inmunoquimicos como es el
radioinmunoandlisis para la determinacidn de nive-
les hormonales que ayuden al diagndstico rdpido y-
apropiado de padecimientos end8crinos como es la -
produccidn excesiva o disminuida de hormonas este-
roides, con el fin de dar el tratamiento mis ade=-:

cuado a padecimientos tan delicados.

Una hormona se define como toda sustancia -
producida normalmente en algln lugar del cuerpo -
por c&lulas especializadas y llevada por la co- =
rriente sanguinea a otro lugar desde el cual afec-

ta al cuerpo como conjunto.

Las hormonas varian entre amplios limites en
cuanto a su composicidn quimica, desde aminas (ti-
roxina, adrenalina, etc.), pasando por las estruc-
turas complejas ciclicas de esteroides (corticoste
roides, andrdgenos, estrdgenos, etc.) hasta protel
nas (gonadotropina coridnica humana, tirocalciteni
na, etc.). Las hormonas poseen un alto grade de -
especificidad estructural. Toda alteracidn en la -
composicidén molecular de una hormona lleva consigo
cambios espectaculares en su actividad fisioldgica
Asf aunque la: diferencia estructural entre hormo-

nas sexuales femeninas estradiol y estriol es solo
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un grupo oxhidrilo mds en la posicién 16, el estra
diol es méds potente, mientras el estriol es casi -
inerte en cuanto se refiere a su efecté sobre &rga
nos sexuales accesorios. A nosotros nos Interesan-
en particular las hormonas esteroidales, asi como-

sus precursores, metabolitos y derivados.

Todos los conjuntos esteroides contienen como
esqueleto fundamental el ciclo pentano perhidrofe-

nantreno:

FORMULA : \ ;
.40
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Los anildlos A, B, vy C estdn constituidos por
6 &tomos de carbono, gque forman el nficleo de fenan
treno y va unido a un anillo de 5 miembros D, ci--
clopentano. E1 pfefijo perhidro indica saturacidn-

total del nficleo (32).

Enesta clase de compuestos estén comprendi--
dos productos naturales como esteroles (coleste---
rol), &cidos biliares (&cido coldnico), hormonas -
sexuales (estrdgenos, andrdgenos), corticosteroi--
des, glicdésidos cardiacos (digitoxigeninal), sapoge
ninas(tigogenina) y algunos alcaloides (solasodi-~

na).

En la relacidn a su estereoquimica, son tri-.
dimensionales, y asi los &tomos constituyentes ya-
cen en diferentes planos, dando ovigen a isdmeros,
La orientacién de los &tomos de hidr&geno- de los-
sustituyentes y de la cadena lateral desemﬁeﬁan un
papel muy importante en la distincién de los isdme
ros. En la mayoria de los casos se tiene un metilo
unido a los carbonos 10 y 13, que se encuentran .-
por encima del planc de la molécula y son los ﬁunv
tos de referencia para describir la orientacidn es
pacial de otros sustituyentes. Los sustituyentes -
que estdn del lado de los grupos metilo, tienen -
una configuracidn B, los que estdn del lado opues~-

to tienen configuracidn ¢ .
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Las uniones entre los anillos son:

Ay B Puede ser cis o trans
By C siempre trans
CyD siempre trans

En todas las hormonas naturales.

Ademds el tipo de unidn entre los anillos A-
y B da origen a dos divisiones, segln si el &dtomo-
de hidrdgeno en 5 y el metilo en 10 estidn del mis-
mo lado o en lados opuestos del plano del nficleo,-
con la unidn A/B trans se tiene la serie 5«<{dihi--
dro, con la unidn A/B cis se tiene la serie 5 B -
dihidro.

ESQUEMAS:

Unidn A/B -
serie 5¥-dihi
dro

f
N
, Unidn A/B -~

cis serie 5B
dihidro
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Van unidos al nficleo fundamental, en diver-=
sas posiciones, los grupos funcionales que le con-
fieren actividad hormonal al esteroide siendo los-
principales los siguientes: 3, 11, 17, 20 y 21. -
Ademds el anillo A puede ser aromdtico, o poseer -

‘un doble enlace entre los carbonos 4 vy 5 0o 5y 6,

En base a estas estructuras fundamentales -

los esteroides se clasifican como derivados de --

ciertos’iiid¥ccarburos progenitores: estrano (en -
estrbgenos), androstano (en adrdgenos) y pregnano-

(en corticosteroides y progestinas).

Para describir un compuesto esteroide por -
nomenclatura quimica se usan varios sufijos y pre-
fijos que indican el tipo de sustituyente, posi--=~
cidn de dobles enlaces, letras referentes a la re-
lacidn espacial y nlimeros que indican posicidn en-
el nficleo de los mencionados hidrocarburos ﬁrpgené

tores (34).

Adem&s existen nombres triviales, que son de

uso comfin.
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Como ejemplo de hormonas esteroides tenemos:

ANDROGENO S

TBSTOSTERONA: ' 52X~ dihidrotestosterona

17 B-hidroxi-androst- 47 ﬂ-ﬁi‘drexi‘,«S% -

<4-en- 3-ona - androstan-3-ona
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ESIROGENOS 

e e —" - —

EsTRON, © ESTRADIOL
o . ’ R 0“

o5

3hidroxi-estra-l,3,5(10) 3,17 8-dihidroxi-estra~
trien-17-ona. .. 1,3,5(10)triena.

no

PROGESTAGENOS

PROGESTERONA - 17e¢-hidroxiprogesteronsa

Preg-4-en~3,20~diona 17 0(‘-hidroxi-=p_reg—#en=3,
&o0diona.

HORMONAS COSTICOSTEROIDES

DESOXTCORTICOSTERONA ’ CORTI COSTERONA -
: (YRS 1]

21hidroxi-preg-d4-en-3, 11 @, 21-dihidroxi-preg-d-en
20:diona ' ' " -3,20<diona.



" la obtencidn de los derivados estepofdales ¥y sus «
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Como ya se indicd los esteroides por si so-=
los no son antigé&nicos, pero por medio de su conju

gacién a proteinas, en base a la teoria del hapte-

-no de Landsteiner, pueden hacerse antigénicos. En-

conjugados'AQui reportddos, se utilizaron las reag
ciones de los esquemas II y III. Siende de interds

el método del anhidrido mixto, reaccidn que fnvelu

~cra el tratamiente de un fcide carhexflice con un-

clorocarbcnatd»Cclorocarﬁonato de isoEutileren -
‘presencia de. una Ease, el producto es un anhidride

mixto, formado entre el fcido caron1llce ¥y un s~

ter de &cido carBdnico. Tales anhidrides mixtos -~

son moléculas especialmente reactivas, que al tra-
tarse con aminas en condiciones suaves, producen =«
amidas.

METODO DEL ANHIDRIDO MIXTO:

LN

r-CCom + 0H3(0H3) 0H0H2¢0\

Avo-carboximetlloxima ,

§  gemisuccinatos

Pr - Residuo de,pfotefha.

.

_ Residuo esteroidals
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V.- PARTE EXPERIMENTAL.

Para la determinacidn de los puntes de fu~ -
sidn (p.f.) se utilizd un aparato Mettler FP-2, -
Los espectros de ultravioleta (U.V.) se obtuvieron
en un espectrofotdmetro Hitachi-Perkin Elmer Cole-
man 124, empleando como disolvente metanol. Los es
pectros de infrarrojo (I.R.) se ohtuvieron en un -
espectrdmetro Perkin Elmer 421, en fase sdlida =~
(pastilla de KBr). (31)(33).

Los espectros de resonancia magnética nuclear
(R.M.N.) fueron obtenidos en un espectrdmetro Hita
chi Perkin Elmer R-24B y en un Varién A-80, usando
deuterocloroformo como diseolvente y tetrametilsila
no como referencia interna, expresando el desplaza
miento quimico en partes por milldn Cppml,&e utili

rél
28 la escala § (33).



-27

E'sgum it

% gtz

. (Qnd A\-J-.

o - - 7 | ’ :
. ~ > g] - ﬂ ) .
. e : o-cHp-CooH

I~ ’
N o . 4 I . A-SsB.
~ n
0-cHz- C -NH~Protetna » o
ik

N 2 ‘.
Yo-¢ Hz-b NH-Prolelma



~-28

PREPARACION DE LOS CONJUGADQS DE:

I) 17={ hidroxi-progesterona-20 etilen cetal, 3-
(O-carboximetil) oxima. (20,20 etilenedio-
xi-17¢¢ ~hidroxi-4-pregnen- 3-ona-3- (p-car

boximetil) oxima...oos..VI.

ITI) 17«< hidroxi-progesterona-3-(0-carboximetil) -
oxima.
(172¢ hidroxi-L-pregnen-3,20 diona=-3«(0-carboxi

metil)-oxima)..eeoeo. .VIT.
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PREPARACION DE 17x-HIDROXI-PREGNENQLONA-20 ETILEN-
CETAL

(20,20-etilenedioxi-5~pregnen-3 B, 174 diol)....IT

Se hicieron reacciocnar 8 gramos de 17& QH~ -
pregnenolona con 24 ml. de etilen glicol en 180ml.
de benceno y &dcido paratoludn sulfdnico como cata-
lizador en condiciones anhidras (85), durante 20 =
horas a reflujo y con agitacidn. La reaccidn se <
siguid por cromatografia de capa fina (C.C.F.)] se-
suspendid enfriando el sistema en hafio de agua con
hielo y adicionando solucidn saturada de hicarhona
to de sodio. El producto fuéd insoluhle en el medio
por lo que se filtrd y lavd con agua destilada a -~
neutralidad. E1 filtrado se extrajo con acetato de
etilo, se lavd a neutralidad con agua destilada, -
se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd-
y se evapord a sequedad en el rotavapor. Se obtu-=
vieron 3.25 gramos de producto, 95% deil rendimien-
to tedrico, y se recristalizd de cloroformo-hexano

p.f. 180-181°C.

CARACTERISTICAS 'ESPECTROSCOPICASH::..

I.R. ¥ m&x: 3450cm. banda ancha de oxhidrilos; -
1100-1050 em. bandas caracteristicas de-

un cetal.,

R.M.N, A 60 Mhz presenta las siguientes sefiales:
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1
Singulete a 0.85 ppm.; que integra para 3 pro

tones asignado al metilo C singulete a 1.02 ppm

18°
que integra para 3 protones asignado al metilo -
C195 singulete a 1.35 ppm. que integra para 3 pro-

tones asignado al metilo C sefial mlltiple cen--

21°
trada a 3.95 ppm. que integra para Y4 protones asi&
nada al cetal en 20; singulete ancho a 5.3 ppm. -

que integra para 1 protdn vinilico de C6°
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PREPARACION DE 170<“HIDROXIPROGESTERONA-QOETILEN -
CETAL

(20,20-etilen-dioxi-17« ~hidroxi-4-pregnen-3-onal-
cesvecaeIIL, '

Se hicieron reaccionar 1.4 gramos de 17« OH-
pregnenolona-20-etilén cetal con 32ml=§de ciclohe-
xanona en 32ml§ de benceno y 1.316g. Je iso-propd-
xido de aluminio como catalizador (36), en condi--
ciones anhidras a reflujo por 3.5 horas. La reac--

cidn se siguid por cromatografia en capa fina (L.«
'P

@)

.F.). Se detuvo agregando gota a gota 4ml. de -
agua. Se filtrd para eliminar un producte iInsolux-
ble, se extrajo con cloroformo, se secd sohre sul-
fato de sodio anhidro, se concentrd al rotavapor y
con bomba de vacio, quedando una solucidn cen ciclo
hexanona, ciclohexanol y el producto de la reac- -
cidn, que fué purificado por cromatografia en co--
lumna de silica gel, obteniéndose 1 gramo de un -
producto cristalino blanco, 72% del rendimiento -
tedrico. Se recristalizd de cloroformo-hexano, -

p.f. 230-231. 2°C,

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS
(Metanol) Amdx.=2u42nm £ =16800 log.& = 4.22

U.v.
I.R. ¥ midx: 3440 cﬁd banda ancha de oxhi-

drilo asociado, 3570 em banda aguda de oxhidrilo-
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-
libre; 1670 cm. banda intensa de cetona conjuga--
=1 . ) o
da; 1615 cm. Dbanda mediana de doble enlace conju-
-4
gado a cetona; 1100-1050 cm. bandas caracteristi-

cas de cetal.

R.M.N. A 60 Mhz presenta las siguientes sefia

les:

Singulete a 0.86 ppm‘fque integra para 3 pro

tones asignado al metilo C singuleta a 1.19 ppm.}

183
que integra para 3 protones asignado al metilo -

Cig; singulete a 1.34 ppm.-que integra para 3 pro-
on

tones asignado al metilo C

E sefial simple a 2.13-
ppm. asignada al protdén del grupo 17¢C0H que desa-
parece al agregar 06xido de deuterio; multiplete =
centrado a 3.9% PPM 4 que integra para.u protones -~
asignado al cetal e; 20; singulete a 5.7 ppm.. que-=

integra para 1 protdn vinilico de Cuc
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PREPARACION DE 17s-HIDROXIPROGESTERONA-20-ETILEN
CETAL, 3-(0-CARBOXIMETIL) OXIMA.

(20,20-etilen-dioxi-17+{~ hidroxi-4-pregnen~3-ona--

3~(D-carboximetil) oOXimMa..cecooooosoososocecncsassealVo

0.55 gramos de 17~ hidroxiprogestercona~2Q -
etilen cetal disuelto& en 44ml. de piridina se hi-
cieron reaccionar con 0.275 gramos-de O-carboxime~
tilhidroxilamina disueltos en 1.2ml. de agua, a -
temperatura ambiente por 16 horas. La reaccidn se-
detuvo extrayendo y lavdndo con agua degtilada; se
secd sobre sulfato de sodio anhidro v se eva§0r6 -

sequedad, obtenié&ndose un producte cristaline -

1co que se recristalizd de cloroformo-hexano, -

| el
=

e
P.f. 219-222°C. Rendimiento 50% del tedrico,330mg.

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS:
U.V. (metanol) A mdx= 250 nm & =23244 logé = 4,36

i
I.R. ¥ mdx= 3450 cm. ancha intensa de OH

=@
de dcido carboxilico:; 1740 cm. Dbanda intensa de -

. P =i . .
carbonilo de 4cido; 1620 em. banda intensa de do-

ble enlace conjugado y de oxima en C3; 1100-1050 -~
cm. bandas caracteristicas de cetal.
R.M.N. A 60 Mhz presenta las siguientes seflales:

Singulete a 0.84% ppm. gue integra para 3 pro
tones asignado al metilo C185 singulete a 1.07 que
integra para 3 protones asignado al metilo C19;
singulete a 1.34 ppm que integra para 3 protones~
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asignado al metilo C multiplete centrado a 3.95

21°
ppm. que integra para 4 protones asignado al cetal

en 20; singulete a 4.5 ppm que integra para 2 pro

tones asignado al metileno de la cadena en C se-

33
fial ancha centrada a 5 ppm. asignada al protdn del

dcido carboxilico de la cadena en C que desapare

3’
ce al agregar 6xido de deuterio; singulete a 5.7 =
ppm. que integra para 1 protdn asignado al protdn-

vinilico de Cq. -



WAVEENGTH (WICRONS)

T
|
|

‘-'A.!

- 40 ~

(I M ';"n

LRI

z‘ vml :
Rk
1000

- = . - o
© .,_I.q S [‘ = . s
A AE A = S RN
[ % 2R TRl B W O — 1 _{11]
o A e e L s e 8 .
i X R I B
- o meﬁh“+01f R
i — !
0 : i
: g I R
7] Ol T i i
g H H i H
N ]
¢

ﬁ'.--l'-ﬂ‘l
2500 FREQUENCY {CM) 2000

' gty 0 i smm

L

By =~ EN
=T

! ;
? .
L3 T
. iy B
1 i .
[ O EIE
5 O y g
1 H / i
Tl - ! \I H
11 : I
i - -
e
13- B . N il
"Hopiril- 1 N N
N Tl R I R : 3
: G w
. - i
] + > =i . T
I 1 i} L L
T3 i 3 1 3
) L i




¥ ' v T Ty
A N L
, N S SO SO A 5
‘ 30,20 ouilondindi 1mhdvenlng i Kl SRERE R S R
i Ie{aseart 11 Jeat ow f ?
- Cag gy 9 8 Biler 4476354 M S S B o
. peles 200+322 %5 i
v I
M "; T T
i | ! o
i ! o
: : !
i » .
[ PR MU P . . B
i
. : i ‘
S S S | e .
oy "y N
i e e e W )
-_:_...,.T.. JOUE - ..I B
A I i e #
i d, L R SR PR St
] ) EX
'8
.Gl

s drom it tiea

e € Li 3

AT

|

T

Ry 04 puwte !

"

‘ N i
"le
RSRERAT I L1
! t
T bty By
. : .
‘
, “ ‘
F3 .
®
W ¢
ban )
i
B ;
» .
" .
Sl
PR, 1

AT 2.1 i
Jateare f.“utﬁl‘

LY PYT L)

Cpr tm B By .

Coym B W= 10 pm
Car- 50200 - b2y oo
b y -

Gy - A !T“r\.-
g, 3man = VS e
% .
e o qre 10 =5, PP
BT R LT K P S

:
l ‘r.‘?,("w.



-2

PREPARACION DE 1T?MHIDROXIPROGESTERONAfoCO=CARBO=

XIMETIL) OXIMA.

(174~-hidroxi~l4-pregnen-3,20.diona 3-(0-carboxime--

t11) OXIMAceoooooooooooaconcoscsocooosocososooncscocscsVo

Se hicieron reaccionar 200 mg. de 174~hidro-
xiprogesterona-20 etilén cetal, 3~(0O-carBoximetil)}
oxima, disueltos en acetona con una solucidn de =
dcido pafatoluensulf6nico en benceno, a reflujo -
por 3 horas. La reaccidbn se siguid por cromatogra-
fia en ‘capa fina y se detuvo evaporando a sequedad
El residuoc se digolvid en cloroformo, se lavdé con-

agua destilada, se secd sobre sulfato de sodio -

anhidro 'y se evapord a sequedad. Se ohtuvo un s&l1i

do .que se recristalizd de cloroformo-hexano, dando
cristales blancos, 105 mg 58% del rendimiento te8-

rico, P.f. 180-184 ©°C,

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS:

U.V. (metanol) Amds = 251 nm &= 22680 logf= 4.35
° ol .
I.R. ¥ mds:=8450 cm banda Intensa y ancha

de OH de 4cido carboxflico; 174G e Banda intensa
de carbonilo de Jcidoj; 1700 c54 handa iIntensa de--
cetona de cadena alifatica (en CQOI; 1630 em Banda
de intensidad media de doble enlace conjugado y ~
de oxima en C_; no hay handas de cetal de 1100 a -

=f 3’
1050 cm.

°
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R.M.N. A 60 Mhz presenta las sigulentes sefiav~

les:

Singulete a Q.67 ppm. que integra para 3 pro

tones asignado al metile C gefiales simples a -~

H
1.08 yv 1.10 ppm. gue integign para 3 protones asig
nada al metilo Cigs isémeros anti y syn de la oxi-
ma respectivamente; singulete a 2.2: ppm ‘que imte
gra para 3 protones asignado a metil cetonaj; éingg
lete a 4.51 ppm. que integra para 2 protones asigs
nado al metileno de la cadena CS; sefiales simples-
a 5.7 y 6.42 ppm. que integran para 1 protdn asig-

nadas al protdn vinilico de C correspondientes ~

43
a los isdémeros antl y syn respectivamente, sefial -
ancha centrada a 6.8 ppm. asignada al protdén del -
dcido carboxilico de la cadena en C3 que desapare-

ce al agregar Oxido de deuterio.
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PREPARACION DEL CONJUGADO DE LA 174~ HIDROXIPROGES
TERONA-20-ETILEN CETAL,3-(0~CARBOXIMETIL) OXIMA.

(20,20-~etilen dioxi-174-hidroxi-U4-pregnen-3-ona -

3(0~carboximetil) oxXiMa..eoovooesossocoescoseossVIs

Se disolvieron 100mg. de 17¢(~hidroxiprogeste
rona-20 etilen cetal, 3-(0-carboximetil) oxima en-
2ﬁlc'dévunarédluci5n 2.88% V/V de tri-n-butilamina
en dioxano-y se hieieron reaccionar con Q.5ml. de=-
una solucidn 3.2% y V/V de clorocarbbnatao de ise~
butilo en di‘oxanos con agitacidn a 5°C por 3Q minu
tos, para verterla en una solucidn alcalina de al-
bGmina sérica bovina (418mg. de A.S.B. en 20ml. de
.dioxano agua 1:1, mds 0.420ml. de solucidn de hi--
drdxido de sodio IN (19). Manteniendo agitacidn, -
temperatura y pH por 4 horas. La solucidn se diali
z8 contra agua destilada por 24 horas en refrigera
cidn, el dializado se acidificéd con solucidn de aci
do’clorhidriceo 1N; precipitando el conjugado, que
se colectd centrifugando a 2500 rpm por 3Q minutos
el conjugado se suspendid en agua y se agregd solu
c¢idn saturada de bicarbonato de sodio hasta disol-
verlo. Se dializd nuevamente y se liofilizé. Por -
espectroscopia U.V. se calcularon 14 residuos pro-

medio de esteroide por molécula de albhlimina sérica

bovina.
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PREPARACION DEL CONJUGADO DE LA 17%- HIDROXIPROGES
TERONA 3-(0-CARBOXIMETIL) OXIMA.

(17«¢- hidroxi-U4-pregnen-3,20~diona 3-(0-carboxime--

til) oxiIMA.scovceococoooscoeosoooscnosseseceoneVILa

Se hicieron reaccionar 90mg. de 174 hidroxi-
progesterona 3-(0-carboximetil) oxima disueltos en
2ml. de una solucidn 2.88% V/V de tri-n-butilamina

en dioxan

16 on 0.5m1l. de una Solucidn 3,2% V/V de
clorocarbon:

agitacidn bor 30 minutos, para verterse a una solu
cién alcalina de albGmina sé&rica bovina en dioxano
agua (19), manteniendo agitacidn, temperatura y -
PH por 4 horas. La solucidn se dializd contra ggua

destilada por 24 horas en refrigeracidn, el difali-

zado se acidificd con solucidn de dcido «lorhidrieco

1N, precipitando el conjugade que se colectd cen-<
trifugando a 2500 rpm por 30 minutos, se suspendid
en agua y se égregé solucidn saturada de bicarbona
to de sodio hasta disolverlo, se volvid a dializar

y se liofilizd.

Por espectroscopfa U.V. se calcularon 14 re-
siduos promeaio de esteroide por molécula de albhi-

mina sé&rica bovina.

o]
ato de isobutilo en dioxanc, a 5°C con-—-. _
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PREPARACION DE LOS CONJUGADOS DE:

IIT). - 14

Iv)

hemlSU@Clnat@ de 4-hidroxitestosterona -

17 B~ tetrahldroplranlleter°

(4.- hemisuccionato de U- androsten 4,17 5—
diol 17-(2° ‘tetpah1droplranll 1eterluquIV
L-hemisuccinato de testosterona.

(4-hemisuccinato de 4,17 B- dihidroxi-i-an-

drosten*a"'ona)eooeooeeeaeooaeesgo-ogooaoXVo
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PREPARACION DE 17 B-TETRAHIDROPIRANIL ETER DE TES-
TOSTERONA.

(17 §-hidroxi-4-androsten-3-ona 17-tetrahidropira-

NIl 8teP ). osceoosoasasooascosscosononossososccossnssslXoe

Se hicieron reaccionar 7 gramos de testoste-~
rona con 11.65ml. de dihidropirano en 450ml. de =~
éter etilico anhidro, con agitacidn y &dcido para~-
toluén sulfdnico como catalizador (37). La reac=-=
cidén fué seguida por cromatografia en capa fina, =~
terminando en 20 horas. Se agregd una solucidn al-
5% de bicarbonato de sodio hasta pH bhisico, se la-
vd con agua destilada a neutrglidad, se secd sohre
sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se evaﬁera =
a sequedad, obteniéndose un sdlido Blanco que se -
repulpd con hexano frio, dando 7 gramos de crista-
les blancos, 77.4% del rendimiento tedrico. P.f. -
97-98.1°¢C.

CARACTERISTICAS ESPECTROSCQPICAS

U.V. (metanol) A mdxs 242.5 nm &=1200 logk =4.0Q795
I.R.

2 -3 s
¥ mdx: 1679 cm. banda intensa de ceto

na conjugada en anillo de 6 miembros; 161Q cﬁz -
banda de intensidad media de dohle enlace conjuga-

-
do, 1100 a 1000 cm. bandas del dieter del tetrahi-

dropiranilo.
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R.M.N. A 60 Mhz presenta las sigulentes seflales

Singuleta a 0.82 ppm. que integra para 3 pro

tones asignado al metile C singulete a 1.18 ~=

5
ppm. que integra para 3 prigones asignado al meti-
lo 0195 multiplete entre 3.25 y 4.1 ppm. asignado=
al protdn H17; sefial simple ancha que integra para
1 protdn asignado al protdén H,); singulete a 5.64-
ppm. que dintegra para 1 preotdn asignado al protdn=

vinilico H4°
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PREPARACION DE (4,5)-CIS-17 /#~-TRIHIDROXI-ANDROSTAN

3-ONA 17 :>- TETRAHIDROPIRANIL ETER.

{17 {- tetrahidropiran-2'-—iloxi) 4,5-dihidroxi-an-

drostan-3-ona)e..eeec.os cteecsecocoscecacscssocscccXa
Se prepard una solucidn de 7 gramos de 17,. - te

trahidropiranil &ter de de testosterona en 340ml ~-
de terbutanol con 4ml de agua y 29ml de perdxido de
hidrdgeno al 30%, haciendose reaccionar con una so-
lucidn de tetrdxido de osmio en terbutanol (320mg -
/B66ml.). (88)., La reaccidn se efectfio a temperatura
ambiente y controld por éromatografia en capa fina-
El tiempo de reaccidn fué de 72 horas al cabo de -
las cuales se agregd solucddn saturada de cloruro -
sodio y se extrajo con acetato de etilo, se lavd --
con solucidn de bisulfito de sodié para reducir el-
tetrdxido de osmio, se nmeutralizd con solucidn de -
bicarbonato de sodio, se lavd con agua destilada, se
evapord a sequedad. Se obtuvieron 7.3 gramos de un-
sblido blanco, 95% del rendimiento tedrico. P.f, 72

-73.3¢8C.

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICASS-

-t
IT.R. yméx: 3460 cm banda. ancha de oxhidrilos; -
-l
1720 cm. banda intensa de cetona; 1100 cm. bandas

del dieter del tetrahidropiranilo.



-55
R.M.N. A 60 Mhz presenta las siguientes sefiales:

Singulete a 0.8 ppm. que integra para 3 proto

'nes asignado al metilo C singulete a 1.05 ppm.-~

5
que integra para 3 protoigs asignado al metilo Cig
singulete a 3.1 ppm que integra para 2 protenes - -
asignado a los protones de los alcoholes en 4 y 5«
"que desaparece al agfegar 6xido de deuterio; multi
plete entre 3.2 y 4.1 ppm. asignado al protdn H17;
singulete ancho a 4.61 ppm asignado al protdn Héq
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i
PREPARACION DE 4-HIDROXI-17 B (TETRAHTDROPIRAN-2 -
ILOXI)-ANDROST-4-EN-3-0NA. '

(4-hidroxitestosterona-17 $-tetrahidropiranil &ter)

e 9 v 6 a o s o es ueoosenscooeacanasceoncseoesososoosseseXl

Una solucidn de 7 gramos de (17 B tetrahidro
piran-2'-iloxi) 4,5~-dihidroxiandrostan<~3-ona en -«
100m;, de metanol se hizo reacciomar con una solu-
cidn de 3.35 gramos de hidrdxido de potasio en -
8.5 ml. ¢: -;ua y 20 ml. de metanol, a 60°C por 5=
minutos. Para verterse sohre una solucidén de dcido
ac&tico con hielo, se saturd con cleorure de sedie,
se extrajo con acetato de etilo, se secd sebhre sui
fato de sodio anhidro, se filtrd y se evaﬁqré a =
sequedad, obtenidndose un sdlido que se cristalizd

de metanol-&ter etflico. P.f. 162.3-163,6°C,

CARACTERTSTTICAS ESPECTROSCOPICAS

U.V. (metanol) Amdx = 277nm. £=218000 1gf =4,1142

I.R. ¥ médx @ 3410 cm. handa intensa de -

=)
hidroxilo; 167% cm. bhanda intensa de cetona conju-
f :
gada; 1630 cm. banda de Intensidad media de doble-
‘ -t
enlace conjugado; 1100 a 1000 cm. Khanda del dietern

del tetrahidropiranilo.
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]
PREPARACION DE 4-HIDROXI-17 § (TETRAHIDROPTRAN-2 -
ILOXI)~-ANDROST ~4~EN-3-0NA ., ‘

(4-hidroxitestosterona-17 B-tetrahidropiranil &ter)

5 0 ¢ 020006 as o 0ocecsceooesonsecesonooecseseasososXl

Una solucidn de 7 gramos de (17 f tetrahidro
piran-2'-iloxi) 4,5-dihidroxiandrostan~3-ona en =
100ml, de metanol se hizo reaccionar con una solu-
cidn de 3.35 gramos de hidrdxido de petasio en -
8.5 ml. (- ",ua y 20 ml. de metanol, a 6Q°C por 5-
minutos. Para verterse sobre una solucidn de dcido
acético con hielo, se saturd con clorure de sgcodio,
se extrajo con acetato de etilo, se secd sebre sul
fato de sodio anhidro, se filtrd y se evaﬁqré a =
sequedad, obteniéndose un sblido que se cristalilzd

de metanocl-&ter etilico. P.f., 162.3-163,6°C,

CARACTERISTICAS ESPECTROSCQPICAS

U.V. (metanol) Amdx = 277nm. £=13000 1g& =4,1142
I.R. YV max ¢ 3u1aQ cm' handa intensa de -

. =b .
hidroxilo; 167¢ cm. handa intensa de cetena conju-
i
gada; 1630 cm. banda de intensidad media de deble-
-1
enlace conjugado; 1100 a 100Q cm. Banda del dietern

del tetrahidropiranilo.
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R.M.N. A 60 Mhz presenta las siguientes sefiales:

Singulete a 0.8 ppm. que integra para 3 pro-

tones asignado al metilo C singulete a 1.05 --

18°
ppm. que integra para 3 protones asignado al meti-

lo C multiplete entre 3.2 y 4.1 ppm. asignado -

19°
al protdn H17; singulete a 4,62 ppm. que integra -
para 1 protdn, asignado al protdn H,j; singulete a

H
do alZprotdn -

BN

6.12 ppm. que integra'rprobénjasign
del alcohol vinifilico en 4, que desaparece al agre-

gar 6xido de deuterio.
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PREPARACION DE 4-HIDROXITESTOSTERONA-17 B-TETRAHI-
DROPIRANIL ETER 4-HEMISUCCINATO.

(4-hidroxi-17 p—(tetrahidropiran-2'-iloxi)-androst

Joen~-3-ona b-hemisuccinato).oeeoooosososossacss Xl

Se hizo reaccionar 1 gramo de 4-hidroxites=-
terona 17 B-tetrahidropiranil &ter con 2 gramos de
anhidrido succinico en 20ml. de piridina, a reflu-~
jo durante 4 dias. La reaccidn se siguid por croma
tografia en capa fina, se termind verti&ndola so--
bre agua con-hielo, se extrajo con cloroforme, se-
elimind la piridina agregando dcide clorhidrico -
diluido, se lavd con agua destilada, se secd sohre
sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad.~
Se obtuvo un producto de aspecto aceitese que ne =
cristalizd de varios sistemas de disolyventes., Pul-
purificado por cromatpgrafia en columna de silicae
gel, obteniéndose 0.88 g. de un preducto resinoso-
que da una sola mancha en cromatografia en capa ~

fina.

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS
U.V. (metanol)A mdx = 245 nm & =14700 log.& =4,1673

3 4 -1 - A o,
I.R. ¥y mdx: 3500 cm banda caracteristica

de OH de 4cido carhoxflico; 1740 cm' handa intensa
- ~} o
de carbonilo de é&stery 1710 cm handa Intensa de =~

= - ° =1 » 3
carbonilo de acido; 1670 cm banda intensa de ceto-
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na conjugada; 1640 cﬁ? banda de intensidad media =
de doble enlace conjugado;1100 a 1000 cn{=f handas -

del dieter del tetrahidropiranilo.

R.M.N. A 60 Mhz presenta las sigulentes sefiales:

Singulete a 0.8 ppm que integra para 3 pro-
tones, asignando al metilo C18;
ppm. que integra para 3 protones asignado al meti-

lo C

singulete a 1.22 ~

193 multiplete entre 2.5 y 2.9 ppm. asignado ~

a los metilenos de la cadena en C multiplete en-

3
tre 3.14 y 4.1 ppm. que integra para 1 protdn, -

asignado al protdn H singulete ancho a 4.7 ppm.

17°
que integra para 1 protdén, asignade al protdn Hﬁ;a
sefial ancha a partir de 9 ppm. caracteristica de -

protén de dcido carbhoxiliao.
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PREPARACION DEIL 4-HEMISUCCINATO DE TESTOSTERONA.

(4,17 B-dihidroxi-lt-androsten-3-ona- 4-hemisuccing

T O} aoeoossascocoescaossocoesosssanscoosssoaoceXilly

Se disolvieron 0.5 gramos de 4-hidroxitestos
terona-17-B-tetrahidropiranil &ter-i4 hemisuccinato.
en 15 ml. de acetona y se hicieron reaccionar con-
dcido tricloroacétice a reflujo por 15 minutos. La
mezcla de reaccidn se vertid en agua, se saturd -
con cloruro de sodio, se extrajo con acetato de -
etilo, se lavd a neutralidad con agua destilada, -
se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se Ffiltrd-
y se evapord a sequedad, obhtenié&ndose un productox
de aspecto aceitoso que no cristalizd de varics =

Sistemas de disolventes.

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS

U.V. (metanol) Amdx = 247nm £s8100 ngE =3,.9085
I,

V.
-
R. ¥ mdx : 3400 cm banda caracteristica-

de OH de &dcido carboxilico; 1710 cﬁ&handa intensa-
de carbonilo de é&ster; 168Q cﬁ'handa Intensa de <
carbonilo de &cidoj; 1665 cm’ handa intenga de ceto-«
na conjugada; 1610 cﬁihanda de intensidad media -

de doble ligadura conjugada.

R.M.N. A 60 Mhz presenta las siguientes sefiale

Singulete a 0.83 ppm. que integra para 3 pro

tones asignado al metilo C singulete a 1.29 ppm

18°
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que integra para 3 protones, asignado al metilo =«

C g5 multiplete entre 2.6 y 3 ppm que integra pars

4 protones, asignado a los metilenes de la cadena-

en C multiplete de 3.7 a 4.1 ppm asignado al pro

4;
ton H17;

agregar 6xido de deuterio, asignada al protdn del~

sefial ancha a 6.34% ppm que desaparece al-

dcido carboxilico de la cadena en Cun
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PREPARACION DEL CONJUGADO DE 4-~HIDROXITESTOSTERONA
17 B-TETRAHIDROPIRANIL ETER 4-HEMISUCCINATO...XIV,

Se- hicieron reaccionar 100 mg. de h-~hidroxi-
testosterona 17 B-tetrahidropiranil &ter UY<hemisu-
ccinato, disueltos en 2ml. de una solucidn 2.88% -
V/V de tri-n-butilamina en dioxano, con 0.5ml. de-
una solucidn 3.2% V/V de clorocarbonato de isobuti
lo en dioxano, a 5°C peor 30 minutos, para verter -
la a una solucidn alcalina de albmina s&rica bhovi
na en dioxano-agua, manteniendo la reaccidn con ~
agitacidn, pH y temperatura constantes por 4 horas
(19). La solucidn se dializa contra agua destilada
en refrigeracidn durante 24 horas, El dializado se
precipitd por adicidn de solucidn de 8cido clorhi-
drico 1N y se colectd por .centrifugacidn 3Q minux-
tos a 2500 rpm. El precipitado se suspendid en agua
y se agregd solucidn saturada de Bicarhonato de = A
sodio hasta disolverlo, se dializd nuevamente y se
liofilizd,

Por espectroscopia U.V. se calcularen 14 re-
siduos promedio de esteroide por melécula de alhii-

mina sérica bovina.
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PREPARACLON DEL CONJUGADO DEL ¥<HEWFSUCCINATO DE -
TESTOSTERQNAﬁag‘o.aqa..geeoun,,.,..g..........!XV,

Se disolvieron 100mg. del b-hemisuccinato de
testosterona en 2ml. de una solucidn 2.88% V/V de-
tri-n-butilamina en dioxano para hacerse reaccio--
nar con 0.5ml. de una solucidn 3.2% V/V de cloro--
carbonato de isobutilo en dioxano, por 30 minutos-
en refrigevacidn con agitacidn, para verterse a -
una solucidn alcalina de alblimina sé&rica bovina en
dioxano-agua, manteniendo agitacidén y condiciones-
constantes por 4 horas (19). La solucidn se diali-
z6 contra agua destilada, en refrigeracidn por 2u4-
horas. E1 producto dializado se precipitd agregan-
do solucidn de dcido clorhidrico 1N, el conjugado-
fué colectado por centrifugacidn 30 minutos a 2500
rpm, se suspendid en agua destilada y se agregd -
solucidn saturada de bicarbonato de sodio hasta di

—

solucidn. Se dializd nuevamente y se liofilizd.

Por espectroscopia U.V. se calcularon 28 re-
siduos promedio de hapteno por molécula de alblmi-

. e .
na séerica bovina,
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VI. RESULTADOS Y COMENTARIOS.

RESULTADOS ¢

Se preﬁararon los 4-hemisuccinatos de la -
4-hidroxitestosterona y del (17 B-tetrahidropiranil
oxi) Ub-hidroxitestosterona, las 3(0-carboximetil) -
oximas de la 17x-hirdoxiprogesterona y del 20 eti-~
len cetal de la 17#~hidroxiprogesterona y se conju-
garon a albmina sé&rica bovina como se indica en -

los esquemas II y TIITI.

Los derivados esteroidales asi como los inter
mediarios en su preparacidn, fueron caracterizados-
por medio de espectroscopia ultravioleta y de infra
rrojo y por espectrometria de resonancia magnética-
nuclear, se determind ademds punto de fusidn y ané-
lisis por cromatografia en capa fina de silica gel,
de cada uno de los productos. El nimero de haptenos
unidos por molécula de alb@mina sé&rica bovina en -
los conjugados preparados, se -obtuvo mediante espec

trofotometria ultravioleta.

COMENTARIOS:

Los conjugados liofilizados han sido emplea--
dos en dosis de 1lmg/ml en solucidn salina isotdnica
con 1lml de adyuvante completo de Freund,como antige

nos en procesos de inmunizacidn activa en conejos.-



Se obtuvieron resultados positivos en la detec~ ~-=
cidn de anticuerpos para la testosterona, en los -
animales de experimentacidn. Se har&n sangrias de~
prueba en los conejos tratados con los otros anti-
genos para comprobar la respuesta al tratamiento y
para determinar si los conjugados preparados con -
los grupos protectores 20 etilen cetal y 17 g te-<
trahidropiranil é&ter, para la 17«-hidroxiprogeste-
rona y testosterona respectivamente, quedan inalte
rados al entrar al organismo de los animales de ex
perimentacidn en los procesos de inmunizacidn o si
sufren 1ldsis, con lo que se,obtendrianAanticuerpos
especificos contra los esteroides con sus grupos -
protectores si no hay lisis, o contra las hormonas
17#4~-hidroxiprogesterona y testosterona si hubiera-

lisis.

Finalmente, se utilizd el anillo A del nfi---
cleo de los esteroides para preparar los derivados
y sus conjugados a albfimina sérica bovina, en el -
caso de la 17x-hidroxiprogesterona con el obhjetivo
particular de que por el reconocimiento inmunoldgi
co dirigido hacia la parte superior de la molécula
(anillo D y sustituyentes), los anticuerpos produ-
cidos puedan diferenciar 17#-hidroxiprogesterona -
de progesterona mediante su utilizacidn en el ra--
dioinmunoandlisis, debido a que los procedimientos

para determinar los niveles de la primera no son -
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eficientes, pues interfiere la progesterona. En el
caso de la testosterona la posicidn utilizada ha -
mostrado para otros esteroides inducir la produc--

cidn de anticuerpos altamente especificos.
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