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II. I N T R O D U e e I O N. 

Desde que Yalow y Berson reportaron un método 

de gran sensibilidad para determinación de insuli­

na en plasma, llamado radioinmunoan~lisis, éste se 

ha aplicado a casi todas las hormonas proteicas 

conocidas (~}y hormonas asteroides (2), (3). 

Debido a las aplicaciones tan importantes que 

el radioinmunoanalisis encuentra en diversos cam ..., 

pos tanto médicos como bioquimicos, existe_ gran in 

terds en la obtención de anticuerpós especificas a 

fin de poder determinar con mayor precisión y rapi 

dez tanto las hormonas como sus precursores y meta 

bolitas. 

Los anticuerpos se obtienen mediante la inmu­

nización de animales de laboratorio, utilizando, ..., 

como ant~geno la sustancia contra la cual se quie­

ren producir anticuerpos. Un ant~geno es una sus -

tancia o~ganica de peso molecular elevado, como 

por ejemplo las proteínas y los polisacáridos. 

Landsteiner estableció gue moiéculas o~gánicas de­

bajo peso molecular que por si solas no son anti -

génicas, si se unen mediante enlaces covalentes a­

una macromolécula, el· conj~gado resultante es ca -

paz de inducir la producción de anticuerpos especí 
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ficos contra el compuesto o~gánico de bajo peso mo 

lecular (hapteno). 

S. Liberman y colaboradores prepararon deriva 

dos esteroidales para conj~garlos a albdmina séri­

ca bovina; induciendo con estos ant~genos la pro ~ 

ducci6n de anticuerpos relativamente espe~ificos.­

Esperaba que tanto los ant~genos como los anticueE_ 

pos presentaran propiedades antihormonales~ para -

utilizarlos-con fines terapedticos en el campo de­

la Endocrinol?gía. 

Afios más tarde Abraham (~) en base a investi­

gaciones de Yalow y Berson, S. Liberman y de la 

doctora Murphy, desarrolla el radioinmunoanálisis­

de esteroides, método capaz de medir niveles hasta 

de pic?gramos (lo-
12

_ g), pero que requiere de anti 

cuerpos de especificidad, afinidad y titules al 

tos. 

En el trabajo presentado en ésta tesis se 

prepararon derivados de esteroides de interés en -

la QUIMICA CLINICA; y sus conj~gados a albúmina 

s~rica bovina; para ser empleados como ant~genos -

en procesos de inmunización activa. 
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O B J E T I V O. 

El objetivo en este tipo de trabajos es el de 

preparar derivados esteroidales para conj~garlos -

a una proteína acarreadora por medio de enlaces 

covalentes para producir conj~gados estables. Re -

portándose én ~sta tesis la preparación de los: 4 -

hemisuccinatos de la0-hidroxi-testosterona .. \ del-

17 (3-tetraliidropiranil - oxi - 4 - hidroxitestoste 

rona y las .3-0-carboximetiloximas de la l7cé- hidro 

xipr?gres terona y del 20 etilence tal de la ·17o<- hi 

droxipr?gesterona además sus conj~gados a albdmina 

s~rica bovina, con el fin de emplearlos como anti-

genos para que el al administrarse a conejos, se 

obte~gan antisueros que conte~gan anticuerpos de 

alta especificidad, afinidad y títulos, contra 

testosterona y ·l7tN:-hidroxipr?gesterona, con tribu -

yendo a los m~todos de radioinmunoanálisis que se­

llevan a cabo en instituciones como el I.N.N., el-

C.M.M., etc. 



·-4 

III.- A N T E C E D E N T E S. 

La necesidad de determinaciones rápidas de 

niveles hormonales en la detecci6n de alteraciones 

de diversa índole, empleando volúmenes pequeños 

de suero o plasma, ha apresurado la invest~gacion­

de métodos relativamente simples como es el radio­

inmunoanálisis "R~I.A." desarrollado por Yalow y -

Berson para la cuantificacion de insulina (1), cu­

yo principio es el mismo de los métodos de "análi~ 

sis por saturación" de Ekins (5) y de ''análisis 

por desplazamiento" (6) "C.P.B." (competitiva 

protein bindi?g) desarrollado por Murphy (1), que­

nos permiten medir en forma confiable las pequeñas 

cantidades end~genas.de hormonas. Estos métodos 

aunque son de. gran sensibilidad ya que miden nive­

les de nan?gramos y aún de pic?gramos~ no se han -

aplicado a la rutina en todos los casos, debido a­

que requieren anticuerpos de alta especificidad. -

~l principio en que se basan estos métodos, es la­

ley de accion de masas; así, si tenemos una sustan 

cia P en una concentracion determinada, que se ha­

ce reaccionar con otra sustancia E en otra concen~ 

traci~n dada, se establece una velocidad de reac -

ci6n K1 para la formacion del complejo PE y otra -

velocidad K2 para disociaci6n de éste en P y E: 



Cuando se establece el equilibrio se tiene: 

Por lo tanto la concentraci6n del complejo PE en -

relación inversa a las concentraciones de P y E 

nos darg una constante de equilibrio que se expre­

sa: 

= 

E corresponde a dos poblaciones de moléculas del -

mismo tipo, una de las cuales est~ marcada radioac 

tivamente E0
, P es una sustancia que reacciona con 

E especfficamente. En el "análisis por saturaci6n 11 

P puede ser una proteína y E una sustancia cual 

quiera, por ejemplo una hormona; en el "análisis 

por desplazamiento" P es una proteína plasm<itica -

transportadora esp~cifica o tisular receptora esp~ 

cífica y E es una hormona; finalmente en el "radio 

inmunoanálisis" P es un anticuerpo especifico y E­

es una hormona. 



La experiencia obtenida de los trabajos de 

muchos invest~gadores en la caracterizaci6n de 

"C.P.B." y de "R.I.A. 11 para polipéptidos y horma .... 

nas proteicas, ha dejado al descubierto las propi~ 

dades requeridas por tale~ sistemas (a}. 

Murphy, en una discusión del método "C.P.B."~ 

(~) indica los tres requerimientos principales pa­

ra la aplicación de sus principios. 

1o.) Una proteina de enlace especifica para -

la sustancia que se va a medir. 

2o.) Una forma marcada de tal sustancia. 

3o.) Un método de separaci6n del material 

unido a la proteína del no unido. 

Las cat~gorias generales para las técnicas de 

separación incluyen medioi fisicos, quimicos e in­

munol~gicos como son· (1~): 

DIALISIS DE EQUILIBRIO 

PRECIPITACION SALINA 

DOBLE ANTICUERPO 

CARBON DEXTRAN 

ANTICUERPOS INSOLUBLES 

Una secuencia_ general para la determinación de 

una sustancia E, d~gamos una hormona, utilizando -

éstos métodos de analisis, se indica en el esquema 

n11mero 1 •. 



Sustancia E 
por cuantificare 

- 7 . 

(Si es necesario} · 
Extracci6n y 

Purificaci6n 1---:!W 

Fracci6n no 
:¡¡: ' Elk 

Ectracto de 
E y~ 

' !idmisi n de 
la prote{na P qu 
reapc~na especf 
:ficamente con E 



-8 

As:t, para determinar la concentración de una­

hormona E en un fluido biol~gico (plasma, etc.),-­

se toman uno o dos mililitros, se adiciona una can 

tidad conocida medida en desint~graciones por minu 

to de la forma radioactiva E* de alta actividad es.,._ 

pec!fica a fin de que la masa que se adiciona sea­

despreciable respecto a E y a la sensibilidad del­

método. Si es necesario se hacen purificaciones y­

extracciones para eliminar sustancias interferen -

tes 1 tomando en cuenta la medida de recuperación 

de estos procesos, en función 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 distribución­

de radiactividad será proporcional a la cantidad -

de sustandia E por medir en las fracciones libre y 

unida., pudiendo medirse cualquier fracción. En 

general se corren curvas patrón· simultáneamente, ~ 

con lo cual se determinan los valores de muestras­

problema por interpolación. 

Al ser evidente la aplicabilidad general de -

los principios del radioinmunoanálisis, ya que los 

procedimientos pueden ser adaptados para cuantifi­

car cualquier sustancia hormonal, se han preparado 

antisueros cóntra hormonas pr?gresivamente más pe­

quefias, aunque las llamadas determinantes ant~gé -



nicas, se cree son aproximadamente. equivalentes a~ 

sustancias de peso molecular de 600 a 800, sustan­

cias hapt~nicas más pequefias, han mostrado su cap~ 

cidad de t?e~- .-ant_ig:étd'ioasc ºua"D<_~O;: $e,: ~o~~::i;~;ª-Ilc·. a :JII@.:.G.:&o 

mol~culas o;r>gánicas. Así desde hace a:lgunos años~ 

se han preparado conj~gados proteina-esteroide. La 

posibilidad de hacer que los asteroides, que por -

sí solos no son ant:i . .g~nicos; adquieran ant:Lgenici .... 

~----da.a.--n- acoplarse a proteínas, viene de los estu 

dios clásicos de Landsteiner (11-). 

En resumen, Landste~ner encontr6 que si un nd 

mero suficiente de moléculas o;r>gánicas de bajo pe­

so molecular se unían por medio de enlaces covalen 

tes a una moldcula proteica, el conj~gado resultan 

te seria capaz ~e inducir la producci6n de anti 

cuerpos especificos contra la proteina acarreadora 

y contra el compuesto de bajo peso molecular al 

que llam6 hapteno (12). 

Clutton (l3), utiliz6 este principio y tuvo -

dxito al preparar derivados de tiroxilo y conj~ga~ 

los a proteínas, obteniendo anticuerpos que eran -

capace~ de inhibir la acci6n fisiol~gica de la ti­

roxina (1~) (~3), obtuvo anticuerpos también con­

tra sulfas, aminoácidos, ate. 

Von Mooser y G~iliches (l4) prepararon conju­

gados proteína-asteroide a partir de derivados dia 
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zoados, pero fallaron en sus intentos para obtener 

ant~cuerpos. Sprunt y D~laney (lS) reportaron en -

forma abstracta la obtención de anticuerpos contra 

l7p - est~adiol, los datos insuficientes que se 

tienen nos impiden evaluar su trabajo. 

En 1957 Sehon y colaboradores Cln) reportaron 

la preparación de un conj~gado proteina-estrona ca 

paz de inducir la produccion de anticuerpos> especi 

ficos (17).. 

Erla~ger y Lieberman (18}, (1.9), reportaron .... 

en 1957 y 1959 sus trabajos sobre la preparación -

de conj~gados de asteroides con albdmina sdrica 

bóvina, unidos covalentemente. En sus estudios ori 

ginales, fueron atraidos por las posibilidades te~ 

rapedticas de inmunización con asteroides, por 

ejemplo esperaban evitar la castración quir1i:r'gica~ 

por medio de inmunización activa contra testostero 

na y estr~genos de los pacientes con cáncer presta 

tico, o la ovariceptomia en la mujer que sufriera­

cáncer mamario, con la ventaja de que el procedi -

miento inmunol~gico seria más efectivo porque neu­

.;f;r.alizaria el esteroide end?geno circulante, ya 

que la producción de hormonas asteroides no es 

exclusiva de una sola glándula, sino que existen -

otras vias alternantes de producción (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 posición 3 -

del anillo A y la 17 o 21 del anillo D, es decir­

en los grupos llamados determinantes, produciendo~ 

anticuerpos relativamente inespecíficos con consi~ 

derable reactividad cruzada con esteroides estruc­

turalmente similares (22). 

Midgley y Niswender (23 )_ indj':can las. venta~­

jas de elegir una posición estructuralmente finica­

y conjugar lo más alejado posible de los grupos d~ 

terminantes, para lo cual se han probado diversas~ 

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

Los anticuerpos contra asteroides varian en~ 

especificidad según el sitio de acomplamiento del­

esteroide con la proteína acarreadora, los conjug~ 

dos en la posición 3 han mostrado mayor especific! 

dad que cuando se acoplan a través de í7, esto pe~ 

mite ~uponer que en el reconocimiento inmunológico 

son m&s importantes los cambios de polaridad en í7 

que los pequeños cambios estereoquímicos en el ani 

llo A o Así también los conjugados en 4 han confir-::-­

mado ésta hipótesis, al obtenerse anticuerpos de -

alta especificidad, teniendo poca o insignificante 

reactividad cruzada con otros asteroides probados" 

Para preparar un conjugado se emplean deriva 

dos esteroidales como son los hemisuccinatos, las~ 

0-carboximetil oximas y clorocarbonatos, utilizan-
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do grupos oxhidrilo o cetónicos en la molécula del 

esteroide como puntos de anclaje para formar deri­

vados estables que proporcionen enlaces covalentes 

fuertes entre el esteroide y la proteína, previnign 

dose la lisis "in vivo" durante la inmunización,.-­

se utilizan los grupos L ~amino de residuos de li­

sina de la albfimina sérica bov~na para la forma~--
'· 

ción del enlace covalente (21}. • 

Para la elección de los componentes adecua~­

dos de un conjugado se debe considerar: 

I).- La proteína empleada debe conseguirse -

en una forma relativamente p-ura, su contenido de -

aminoácidos debe ser razonablemente bien conocido­

y debe tener un nGmero suficiente de sitios de 

unión para el e-nlace con ~1 :.ha-pta:il<.9 IJ 

II).- La estructura del derivado esteroidal­

debe diferir lo menos posible de la hormona liioló~ 

gicamente activa de que trata. 

III).- El enlace entre el hapteno y la pro-" 

teína debe ser de tipo covalente. 

El contenido de aminoácidos de la A.s.n, es~ 

bien conocido (241 y ésta se puede adquirir en for 

ma relativamente pura. Los grupos¿ -amino de los~ 

residuos de lisina, representan los sitios de aco-

1 o . ... b d {2l) . 5 . p am2ento mas a .un antes, se t1enen 9 y un~~-am1-

no terminal, 21 oxhidrilos fen6licos 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 molécula de AoSoB. 

En la pre2aración de sus conjugados Erlanger 

utilizó la A o S o B o por la abundancia de grupos ¿:_~. ~· 

-amino en la moléculas y por el desarrollo de téc 

nicas para la formación de enlaces peptidicos, aun 

que en ese tiempo dominaban los métodos de acopla­

miento mediante derivados diazoados utilizados des 

de Landsteinero 

Han sido utilizadas diversas macromoléculas~ 

en la elaboración de conjugados como son fraccio~~ 

nes globulinicas, albúminas séricas, hemocianina,­

ovoalbúmina, fibrinógeno, celulosa,, etc. (24 L 

Los conjugados con albúminas son en general­

más solubles que los de globulinas y ovoalñúmi.na s -. 

siendo utilizados más los primeros, ya que aunque­

los insolubles sean funcionales en inmunizariión,­

no se pueden caracterizar. 

Los métodos que se han empleado para conju~~ 

gar haptenos esteroidales a proteinas, con forma~­

ción de enlaces peptidicos son: 

a) El método del anhídrido mixto .• o.(18l(19l 

b} La reacción de Schotten-Baumanno,(18lC19l 

e) El método de la carbodiimida.o .o., (2$).: 

Las condiciones experimentales en las reac~­

ciones de acoplamiento entre los derivados esteroi 

dales y la A.SoB. se escogieron para favorecer la-



-14 

formación de enlaces peptidicos con los grupos ami 

no libres y el derivado hapténico apropiado. La -­

reacción 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 caracterizó sus conjugados y deter -

mina~el nfimero de haptenos esteroidales conjugados 

por molécula de A.S.B. utilizando varios criterios; 

movilidad electroforética, hidrólisis del conjuga~ 

do, dinitrofenilación y análisis de absorción de -

luz ~1 tra-vi~leta,- e'~ te -úl ti~ o ~s el procedimiento­

que se sigue principalmente para determinar el nú­

mero de hap~enos p~r molécula de A.S.B., por lo g~ 

neral los grupos hapténicos presentan absorción de 

energía 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 conjugación, pudiendo hacer una esti­

mación directa, al contar el material radioactiva­

no dializable. 

Se han realizado estudios relacionados a la 

utilidad de anticuerpos contra esteroides, el gru­

po de Lieberman, pudo estudiar el papel que tienen 

varias hormonas ·~S procesos fisiológicos y patol6 

gicos (10), en virtud de que los anticuerpos pue ~ 
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den neutralizar la actividad biológica de las hor~ 

monas endógenas circulantes, así como las adminis­

tradas exógenamente, llegando~ clarificar mecani~ 

mas que con~rolan procesos reproductivos tales co­

mo el papel de estrógenos en el surgimiento de la­

LH ovulatoria y el juego de estrógenos y progeste­

rona en la implantación y embarazo, etc. 
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I M P O R T A N C I A 

En 1940 Marker (26) obtuvo progesterona a 

partir de la diosgenina, presente en el barbasco -

mexicano. Después de esa fecha, se han obtenido 

por medio de transformaciones químicas todas las 

hormonas asteroides, sus precursores y metaholitos, 

desa~roll~ndose amplias investigaciones farmacol6-

gicas con los productos elaborados. Antes de todo­

~ste desarrollo de la industria de los asteroides~ 

estos no se podían obtener más que en cantidades ~ 

bajísimas, Butenandt (271, aisla ~5 mg, de andros­

terona a partir de 15 O 00 litros de orina de. h.omlires 

normales y para aislar unos miligramos de progest~ 

rona necesit! casi 100 kilos de cuerpo luteo de 

cerdos hembra embarazadas. Asimismo los mfttodos pa 

ra 1]¡ <-'icle:t.y:rrriina·~-i¡.~¡p.de nivelea h_ormonales hasta el.,.. 

afio de 1961 eran poco precisos y dahan una imagen­

confusa e imperfecta del estado funcional de las -

glándulas endócrinas ya que muchos de los metaholi 
... 

tos encontrados en orina pr~vienen de diferentes~-

gl~ndulas, además de haber presentes metaliolitos ~ 

en orina que pueden estar asociados a factores co­

mo son funcionamiento renal, hepático, etc, Los ni 

veles extremadamente hajos en que normalmente se -

encuentran las hormonas esteroides, han h.echo que­

las técnicas de determinaci6n de éstas fueran em-~ 

pleado los métodos analíticos desarrollados en la~ 

química, y así se utilizaron técnicas polarográfi-
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cas, de fluorecencia y de infrarrojo~ etc. que re­

querían adem&s complicadas corre~ciones matem&ti-­

cas a fin de minimizar la influencia que sobre los 

resultados ejercian las llamadas ·impurezas par&si­

tos, que casi siempre resultaban imposibles de eli 

minar a pesar de las purificaciones exhausti~as a­

que se sometía la orina por analizar. (29~Pasando 

a técnicas microanalíticas que emplean métodos ba­

sados en el uso de isotopos radioactivos, de doble 

diluci6n isot6pica y de cromatografía de gases 

(30} pero estos métodos resultaban ademas de costo 

sos no muy precisos y sumamente laboriosos (281, -

Finalmente se desarrollan las técnicas de análisis 

por desplazamiento por Murphy y el radioinmunoaná ... 

lisis de esteroi.des por Abraham, métodos con <:¡_ue ,-. 

se han logrado avances inusitados e importantes ya 

que al fin se lograron conocer los niveles reales~ 

en fluidos biológicos de las princiJ?ales h.ormonas..-. 

esteroides tanto en individuos sanos como e.nf.ermos, 

siendo métodos que han logrado aplicarse a los aná 

lisis clínicos rutinarios, <:¡_ue ayudan al diagn6sti 

co rápido de multiples padecimientos endocrinos, 
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IV.- CONSIDERACIONES TEORICAS. 

En los antecedentes se hace ver la necesidad 

de optimizar los métodos inmunoquímicos como es el 

radioinmunoanálisis para la determinación de nive­

les hormonales que ayuden al diagnóstico rápido y­

apropiado de padecimientos endocrinos como es la -

producción excesiva o disminuida de hormonas aste­

roides, con el fin de dar el tratamiento más ade~- · 

cuado a padecimientos tan delicados. 

Una hormona se define como toda sustancia 

produc1da normalmente en algfin lugar del cuerpo 

por células especializadas y llevada por la co-

rriente sanguínea a otro lugar desde el cual afee~ i 

ta al cuerpo como conjunto. 

Las hormonas varían entre amplio~ ltmites en 

cuanto a su composición químicali> desde aminas Cti­

roxina, adrenalina, etc.), pasando por las estruc­

turas complejas cíclicas de esferoides (corticoste 

roides, andrógenos, estrogenos~ etc.l hasta proteí 

nas (gonadotropina coriónica humana, ti.rocalcitoni 

na, etc.). Las hormonas poseen un alto grado de 

especificidad estructural. Toda alteración en la -

composicion molecular de una h~rmona lleva consigo 

cambios espectaculares en su actividad fisiol6gica 

Así áunC1;ue la: difer,encia estructural entre hormo­

nas sexuales femeninas estradiol y estriol es solo 
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un grupo oxhidriLo más en la posición 16, el estra 

diol es más potente, mientras el est~iol es casi -

inerte en cuanto se refiere a su efecto soBre 6rga 

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: 
\ 

\.:2.0 

¡-
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Los anilaos A, B, y C están constituidos por 

6 átomos de carbono, que forman el núcleo de fenan 

treno y va unido a un anillo de 5 miembros D, ci-­

clopentano. El prefijo perhidro indica saturaci6n­

total del núcleo (32). 

Enffita clase de compuestos están comprendi-r 

dos productos naturales cbmo esteroles Ccoleste--P 

rol), ácidos biliares (~cido colánicol, hormonas~ 

sexuales (estrógenos, andr6genosl, corticosteroi-­

des, glic6sidos cardiacos (digitoxigeninal, sapog~ 

ninasCtigogenina) y algunos alcaloides (~olasodi-­

na). 

En la relaci6n a su estereoqu~mica, son tri­

dimensionales, y asi los ~tomos constituyentes ya~ 

cen en diferentes planos, dando origen a isómeros. 

La orientación de los ~tomos de hidrógeno- de_ los­

sustituyentes y de la cadena lateral desempeñan un 

papel muy importante en la distinci6n de los is6me 

ros. En la mayorfa de los casos se tiene un metilo 

unido a los carbonos 10 y 13, que se encuentran ,,_ 

por encima del plano de la molécula y son los pun­

tos de referencia para descriñir la orientación es 

pacial de otros sustituyentes. Los suatituyentes ~ 

que están del lado de los grupos metilo, tienen 

una configuraci6n p, los que están del lado opues­

to tienen configuraci6n 'X . 
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Las uniones· entre los anillos son: 

A y B 

B y e 

e y D 

Puede ser cis o trans 

siempre trans 

siempre trans. 

En todas las hormonas naturales, 

Además el tipo de unión entre los anillos A­

y B da origen a dos divisiones, segdn si el átomo7 

de hidr6geno en 5 y el metilo en 10 estAn del mis­

mo lado o en lados opuestos del plano del ndcleo,­

con la unión A/B trans se tiene la serie 5 r."< dihi~­

dro, con la unión A/B cis se tiene la serie 5 p 
dihidro. 

ESQUEMAS: 

J~ 1 ~/ ~.. ' ... ~-.........,. Unlon A/B -
: --- serie :5cl.. dihi 

H dro 

¡­

i~~/ 
v' ~_/ Unión A /l3 -

cis serie. 5B 
di hidro 
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Van unidos al n6cleo fundamental, en diver-­

sas posiciones, los grupos funcionales que le con­

fieren actividad hormonal al asteroide siendo los­

principales los siguientes: 3, 11, 17, 20 y 21. 

Además el anillo A puede ser aromático, o poseer -

un doble enlace entre los carbonos 4 y 5 o 5 y 6. 

_.,.. 
En base a estas estructuras fundamentales 

los asteroides se clasifican como derivados de 

ciertos·J:'q-&.-~tocarburos progenitores: estran~ (en 

estrógenos}, androstano (en adrógenosl y pregnano-

(en corticosteroides y progestinasl. 

Para describir un compuesto asteroide por 

nomenclatura quimica se usan varios sufijos y pre­

fijos que indican el tipo de sustituyente, posi--7 

ción de dobles enlaces, letras referentes a la re­

lación espacial y nrtmeros que indican posici6n en~ 

el nficleo de los mencionados b5drocarhuros progeri± 

tares (34). 

Además existen nomfires triviales, que son de 

uso coman. 
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Como ejemplo de hormonas esteroides tenemos: 

A N D R O G E N ~ S 

TESTOSTERONA 

OH 

17 ~-hidroxi-andros.t.­

•4.:.. en- 3-ona 

5D<- dihi drotes tos terona 

oH 

D 

.17 fi-Iii:droxt.~5 o<: ....... 

androstan-3..-..ona 



ESTRO N¡ 

·~ 
~ 

~o . 

3hidroxi-estra~1,3,5(10) 

trien-17-oria. 

PROGESTERONA 

r# o . 

Preg-4-en.-3 ,to.;.a_iona 
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ESTRADIOL 

3,17 tJ-dihidroxi-estr;:t-
1,315(iO)trieno~ 

17«-hidroxiprogesterona 

• ·l. 7 ~-hidroxi-preg-4-en-3, 
&().ldiona. 

_H_O_~M_O_N_A_S __ C_O_S_T_I_C_O_S_~_E_R_O_I_D_E_S~ 

DESOXICORTICÓSTERONA 

21hidroxi-preg-4-en-3, 
2~iona 

CORTÍCOSTERONA 

-
11 f.>, 21-dihidroxi-preg-4-e!! 

-3~iona. 
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Como ya se indic6 los este~oide~ po~~st ~o-~ 

los no son anti-~nicos, pe~o po~ medio de •u conju 

gación a p~ote1nas, en Base a la teo~:ta del Iiapte­

no de Landsteine~, pueden hace~se antig~nicos. En­

la obtención de los de~ivados este!lo~dale.~: y- s.-us.- ..... 

conjugados aqu! ~epo~tddos, se uttltza~on las ~eac . ...... 
cienes de los esquemas ¡¡- y- III:. S.tendo de i'ntel:l~s 

el método del anhid~ido mi_xto, I'eacci6n que. tnvol~ 

c~a el~t~ai;am.iento de un ác:tdo car>lioxfli:co con un~ 

clor>ocarbona to (clor>ocar>lionato de- i:soliuti:lo l en 

presencia de_ una liase, el producto es un anlitdi'i:do 

mixto~ for>mado entr>e el ácido ca~fioxfli:co y un &a~ 

ter de ácido car>liónico. Tales anhi_dr>idoa; mixtos "" 

son mol¡culas especialmente ~eactivas~ que al tr>a­

tarse con aminas en condiciones suaves, pr>oducen ~ 

amidas-. 

M-ETODO DEL ANHIDRIDO MIXTO.: 

o-carboximetiloxima 
6 Hemisuccinato. 

_o 
11 

Pr-NH-0 -R 

Pr - Residuo de 11rote:t'na. 

R - Residuo esteroidalo 

1 
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V.- PARTE EXPERIMENTAL. 

Para la determinaci6n de los puntos de fu~ -

si6n (p.f.) se utilizó un aparato Mettler FP~2. 

Los espectros de ultravioleta (U.V.l se olituvieron 

en un espectrofot6metro Hitachi-Perkin Elmer Cale­

roan 124, empleando como disolvente metano!. Los es 

pectros de infrarrojo (I.R.} se obtuvieron en un -

espectr6metro Perkin Elmer 421, en fase s8lida 

(pastilla de KBrl. (3.1}(33}. 

Los espectros de resonancia magnética nuclear 

(R.M.N.) fueron obtenidos en un espectrómetro Htta 

chi Perkin Elmer R-24B y en un Varian A-60, usando 

deuterocloroformo como disolvente y ~etrametil~tla 

no como referencia interna, expresando el des;plaza 

miento químico en partes por millón Cppm l se uti~li 

zó la escala d (33}. 
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ESQU:mi!A !! 

#
] 

¡.¡ , 

H2N-0-CH2 -COOHj Q ; t.a.. 
~ 

N R 
1 

'O-Cfi2.-COOH. 

A.S.B. 
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PREPARACION DE LOS CONJUGADOS DE: 

I) 17c~( hidroxi-progesterona-20 etilen cetal, 3-

(0-carboximetil) oxima. (20,20 etilenedio­

xi-17.;;< -hidroxí-4-pregnen- 3-ona-3- (o -car 

boximetil) oxima o o. o •••• VI. 

I I) 17 e-<. hidroxi -proges terona-3.,... (9 -carhoximetill -

oxima. 

(17c< hidroxi-4-pregnen-3,20 diona~3~(o-carlioxí 

m e t i 1 } - o x i m a ) • • • • • • • • V l: I- • 
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PREPARACION DE 1 'kx'·- HIDROXI -PREGNENQLONA-20 ETI:LEN..-. 

CETAL 

(20,20-etilenedioxi-S~pregnen-3 ~' 17o( dioll. .•• I'I: 

Se hicieron reaccionar 3 gramos de 1 7o{ Qff.,.., -

pregnenolona con 24 ml. de etilen glicol en 18Qml. 

de benceno y Scido paratolu~n sulfónico como cata­

lizador en condiciones anhidras l35l, durante 20 

horas a reflujo y con agitación. La reacci8n se ~ 

sigui6 por cromatografia de capa fina (~.c.r.1 se­

suspendió enfriando el sistema en liafio de agua con 

hielo y adicionando solución saturada de liicarliona 

to de sodio. El producto fu¡ insolulile en el medLo 

por lo que se filtr6 y lavó con agua destilada a -

neutralidad. El filtrado se extrajo con acetato de 

etilo, se lavó a neutralidad con agua destilada, -

se secó sobre sulfato de sodio anhidro, se filtró­

y se evaporó a sequedad en el rotavapor. Se ohtu-~ 

vieron 3.25 gramos de producto, 95% del rendimien­

to teórico, y se recristalizó de cloroformo-hBxano 

p of o 180-181°C o 

I. R. 

R.M.N. 

CARACTERISTICAS 'ESPECTROSCOPICAS~; .. 

~ mSx: 3450c~~ banda ancha de oxhidrilos; -

1100-1050 

un cetalo 

~1 
cm. bandas caracteristicas de-

A 60 Mhz presenta las siguientes seftalesi 
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1 

Singulete a 0.85 ppm.; que integra para 3 pro 
l 

tones asignado al metilo c
18

; síngulete a 1.02 ppm 

que integra para 3 protones asignado al metilo 

c19; singulete a 1.35 ppm. que integra para 3 pro­

tones asignado al metilo c
21

; señal múltiple cen~­

trada a 3.95 ppm que integra para 4 protones asig 

nada al cetal en 20; singulete ancho a 5.3 ppm~ 

que integra para 1 protón vinílico de c6. 
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PREPARACION DE 11c<.~ HIDROXIPROGESTERONA-20ETILEN -

CE TAL 

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

o o e e~ o Q e g III o 

Se hicieron reaccionar 1. 4 gramos de 17 o< OH­

pregnenolona-20-etilén cetal con 32ml<{ de ciclohe­

xanona en 32mlj de benceno y 1.3+6g de iso-propó­

xido de aluminio como catalizador (36}, en condi--

cienes anhidras a reflujo por 3.5 horas. La reac ... -
.. ..a o .. _,. f""· clon se sJ.gUJ.O por cromatogra 2a en capa fj:_na Ce ..... . 

C.F.). Se detuvo agregando gota a gota 4ml" de 

agua. Se filtr6 para eliminar un producto insolu~.,.. 

ble, se extrajo con ,cloroformo, s:e s_ecó s·olire s-ul,.. 

fato de sodio anhidro, se concentró al rotayapor y 

con bomba de vac1o, quedando una solución con cicl~ 

hexanona, ciclohexanol y el producto de la reac,.. -

ci6n, que fue purificado por cromatografía en co~­

lumna de sílica gel, obteniéndose 1 gramo de un 

producto cristalino blanco, 72% del rendimiento 

teórico. Se recristalizó de cloroformo-hexano, 

p.f. 230-231. 2°C. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS 

U .V. (Metanol) Amáx.=242nm é =16800 log.É. ::; 4.22 

I. R. 
• ) ~·1 
v máx: 3440 cm banda ancha de oxhi-

drilo asociado 3 3570 banda aguda de oxhidrilo-
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~r 

libre; 1670 cm. banda intensa de cetona conjuga-~ 
=1 

da; 1615 cm. 

gado a cetona; 

cas de cetal. 

banda mediana d~ doble enlace conju­
-l 

1100-1050 cm. bandas característi-

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

les: 

Singulete a 0.86 ppmo'que integra para 3 pro 

tones asignado al metilo c 18 ; singuleta a 1.19 ppm.j 

que integra para 3 protones asignado al metilo 

c19; singulete a 1.34 ppm~~que integra para 3 pro­

tones asignado al metilo c 21 ; sefial simple a 2.~3-

ppm. asignada al protón del grupo 17v<OH que desa-

parece al agregar 5xido de deuterio; multiplete 

centrado a 3.94 ppmd que integra para 4 protones -
F 

asignado al cetal en 20; singulete a 5.7 ppm. que~ 

integra para 1 protón vinílico de c4. 
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PREPARACION DE 17~;::(~HIDROXIPROGESTERONA-20-ETTLEN 

CETAL, 3-(0-CARBOXIMETIL) OXIMA. 

(20,20-etilen-dioxi-17~- hidroxi-4-pregnefi~3-ona--

3-(0-carboximetil) exima ..•.•.....•••..•••...•. IV. 

O. 55 gramos de 17o<.~ hidroxiprogesterona.,-.20 -

etilen cetal disuelto~ en 44ml. de piridina se lii­

cieron reaccionar con 0.275 ·gramos de 0-carhoxime~ 

tilhidroxilamina disueltos en 1.2ml. de agua, a 

temperatura ambiente por 16 horas. La reacci6n se­

detuvo extrayendo y lavándo con agua destilada; se 

sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se evapora 

a sequedad, ahteni~ndose un producto cristalino 

blanco que se recx'istalizó de cloroform.o-h.exano. -

P.f. 219-222°C. Rendimiento 50% del te6rico,330mg. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCQPICAS: 

U .V. (metano!) A máx= 250 nm é. ::;23244 logé. = 4.36 

I.R. 
-! 

~ máx= 3450 cm. ancha intensa de Off _, 
de ~cido carhoxilico; 1740 cm. Banda intensa de -

• • • -1 
carbon~lo de acxdo; 1620 ~m. banda intensa de do-

ble enlace conjugado y de exima en c 3 ; 1100-1050 -
-~u 

cm. bandas características de cetal. 

R.M.N. A 60 Mhz presenta las sigu~entes senales: 

Singulete a 0.84 ppm. que integra para 3 pro 

tones asignado al metilo c18 ; 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
21

; multiplete centrado a 3.95 

ppmo que integra para 4 protones asignado al cetal 

en 20; singulete a 4.5 ppm que integra para 2 pr~ 

tones asignado al metileno de la cadena en c
3

; se~ 

fial ancha centrada a 5 ppm. asignada al prot6n del 

ácido carboxílico de la cadena en c3, que desapar~ 

ce al agregar óxido de deuterio; singulete a 5.7 ~ 

ppm. que integra para 1 prot6n asignado al prot6n~ 

vinílico de c4. 
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PREPARACI ON DE 1 7<\-.. HIDROXI PROGESTERONA ~3- (O -CAREO~ 

XIMETIL) OXIMAo 

( 1 7r.{- hidroxi .:4~pregnen-3, 2 Q •• d.:lona 3 ~ Co ~carhoxime--

til) oxima .....•.....••..• o ••••••• o ••• o. o •• o ••• • V. 

Se hicieron reaccionar 200 mg. de 17d~hidro­

xiprogesterona-20 et.:il€n cetal, 3-CO-carlioximetill 

oxima, disueltos en acetona con una soluci6n de 

ácido paratoluensulf6nico en benceno, a reflujo 

por 3 horas. La reacci5n se sigui6 por cromatogra­

fía en ·capa fina y ae detuvo evaporando a sequedad. 

El residuo se disolvi6 en cloroformo, se lav6 con­

agua destilada, se secó sobre sulfato de sodio 

anhidro y se evapor6 a sequedad. Se ohtuvo un s6li 

do.que se recristaliz6 de cloroformo-hexano, dando 

cristales blancos, 105 mg 58% del rendimiento teó­

rico, P.f. 180-184 °C. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPLCAS: 

U .V. Cmetanol) .A.. más. = 251 nm E.~ 226.80 logt~ 4.35 

I o R. Y más:~ 34 50. ciñ
1 

:O anda intensa y ancha 

de OH de ácido carfioxilico; 1740 e~ Banda intensa 
·~3 

de carbonilo de ácido; 1700 cm banda intensa de~-

cetona de cadena alifatica Cen c20 l; 16.30. cm
1 

lianda 

de intensidad media de dolile enlace conjugado y ~ 

de oxima en c 3 ; no hay Bandas de cetal de 1100 a -
_, 

1050 cm·. 



A 60 Mhz presenta las siguientes aefia~­

les: 

Singulete a 0.67 ppm. que integra para 3 pro 
- ...-

tones asignado al metilo c~ 8 ; sefiales simples a 

1.08 y 1.10 ppm. que integran para 3 protones asig 

nada al metilo c~ 9 ; isómeros anti y syn de la oxi~ 

ma r-e speativamen--E-e t s:.ing-ule-te a 2 .-2. ppm que- i-:-n:--ce 

gra para 3 protones asignado a metil cetona; s:ingu 

lete a 4.51 ppm. que integra para 2 protones asig~ 

nado al metileno de la cadena c 3 ; sefiales sim~les~ 

a 5.7 y 6.42 ppm, que integran para 1 protón asig­

nadas al protón vinilico de c4 ; correspondientes ~ 

a los isómeros anti y syn respectivamente, sefial 

ancha centrada a 6.8 ppm. asignada al prot6n del -

gcido carhoxilico de la cadena en c3 que desapare~ 

ce al agregar óxido de deuterio. 
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PREPARACION DEL CONJUGADO DE LA 17C{~ HIDROXIPROGES 

TERONA-20~ETILEN CETAL,3-(0-CARBOXIMETIL) OXIMA. 

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

3(0-carboximetil) oxima ........•.....•...•...•• VI. 

Se- disolvieron 100mg. de 17c<- h.idroxiproges-te 

rona-20 etilen cetal, 3-(0-carboximetill exima en~ 

2~1. de una soluci6n 2.88% V/V de tri-n~butilamina 

e-n ai-o-xa-no y s-e hic-ier-on- re-ae-c-ie-na-r- c-o-n o .-5ml '-- de'"' -

una soluci6n 3.2% y V/V de clorocarbbnatóo de iso~ 

butilo en dioxano, con agitaci6n a 5°C por 30 minu 

tos, para verterla en una soluci5n alcalina de al­

búmina sérica bovina (418mg. de A.S.B. en 20ml. de 

dioxano agua 1:1, más 0.420ml. de solución de hi-~ 

dr5xido de sodio 1N (19}~ Manteniendo agitación, -

temperatura y pH por 4 horas. La solución se diali 

z6 contra agua destilada por 24 hDras en refrigera 

ci5n, el dializado se acidificó con solución de aei 

do~rilorhidricioo 1N; precipitando el conjugado, que 

se colectó cent~ifugando a 2500 rpm por 30 minutos 

el conjugado se suspendió en agua y se agregó solu 

ci5n saturada de bicarbonato de sodio hasta disol­

verlo. Se dializó nuevamente y se liofilizó. Por ~ 

espectroscopía U.V. se calcularon 14 residuos pro­

medio de asteroide por molécula de albúmina sérica 

bovina. 
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PREPARACION DEL CONJUGADO DE LA 17«.- HIDROXIPROGES 

TERONA 3-(0-CARBOXIMETIL) OXIMA. 

( 1 7o(- hidroxi-4-pregnen-3, 2 0-diona 3- (0-carboxime--

til) exima o O O O g O O O g O e O O O O O e V 1i1 O O o O O G O 8 O & U G O 8 O O 6 vr·r i1 

Se hicieron reaccionar 90mg. d.e 17o{- hidroxi~ 

progesterona 3-(0-carboximetill exima disueltos en 

2ml, de una solución 2.88% V/V de tri~n-butilamina 

en aíoxano, con o. 5ml a.e una solución 3. 2% ViV -a.e: 
clopocar:QoQato de _iso_hutil9 en d_ioxano ,_ a 5°C con­

agitación por 30 minutos, para verterse a una solu 

ción alcalina de albfimina s~rica bovina en dioxano 

agua (19), manteniendo agitación, temperatu:r'a y· 

pH por 4 horas. La solución se dializó contra ijgua 

destilada por 24 horas: en re.frigel:'q.c.i_on, el d.j.:al.i>-. 

zado se acidificó con solución de ácido <c:!'lórhíd]:;:iréo 

1N, precipitando el conjugado que s:e colectó cen~,. 

trifugando a 2500 rpm por 30 minutos, se suspendió 

en agua y se agregó solución saturada de bicarbona 

to de sodio hasta disolverlo, se volvió a dializar 

y se liofilizó. 

Por espectroscopia U.V. se calcularon 14 re-
' 

siduos promedio de esteroide por mol~cula de alliü~ 

mina sérica bovina. 
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PREPARACION DE LOS CONJUGADOS DE: 

II I). L~--'hernisueeinatt© de 4-hidroxitestosterona 
.;" "::_-'-s?-~-,!..,¿--,.--' 

17 ~-tetrahidropiranileter. 

(4o- hemisuccionato de 4-androsten -4,~7 p­
diol ~ 7 ~ (2 1 -~ t6ti-.ahid.ropfránlT' · -1eter l.-. o xr·v o 

IV) 4-hernisuccinato de testosterona. 

(4-hernisuccinato de 4,~7 Ji- dih.i.droxi-4-an~ 

drosten-3-0na}oooooo•••••o••••• •o•• , •• o.XV. 
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PREPARACION DE 17 P-TETRAHIDROPIRANIL ETER DE TES~ 

TOSTERONA. 

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

ni 1 éter ) o o 11 o 11 o 111 8 C!l o o o o e o o ti e 9 o • o a o o " a o ct Q ~ o e • " •• o r·x . 

Se hicieron reaccionar 7 gramos de testaste~ 

P-o na con 11 o b5rrii .. de di:EiidropiranO en 45dlnl ~- ·de--

éter et:i.lico anhidro, con agitación y ácido para~­
toluén sulf6nico como catalizador (371. La reac--~ 

ci6n fué seguida por cromatograf1a en capa fina, p 

terminando en 20 horas. Se agregÓ. una solucien al-

5% de hi carbonato de so di. o has.ta pli liá.s·i.co, s:e la­

vó con agua destilada a neutralidad, s-e S;ecq sofue 

sulfato de sodio anhidx•o, s;e fi.ltrQ y-- S;e eyap0ró ,. 

a sequedad, ohteniéndoae un sólido lilanco que se -

repdlp6 con hexano fria, dando 7 gramos de crista­

les blancos, 77.4% del rendimiento te6rico. P.f. -

97-98.1°C. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS 

U.V. (metanol)Amáx:: 242.5 nm 6:.=1200 logt.=4.o7gs 
-t 

I .R. y máx: 1679 cm. banda intens.a de ceto 

na conjugada en anillo de 6 miembros; 1610 cm! 

banda de intensidad media de doble enlace conjuga-

do, 1100 a 1000 

dropiranilo. 

-! 
cm. bandas del dieter del tetrahi-
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A 60 Mhz presenta las siguientes sefiales 

Singuleta a 0.82 ppm que integra para 3 pr~ 

tones asignado al metilo c18 ; singulete a 1.18 -~ 

ppm~ que integra para 3 protones asignado al meti~ 

lo c19 ; multiplete entre 3.25 y 4.1 ppm asignado~ 

al protón H17 ; sefial simple ancha que integra para 

1 protón asignado al protón Hj; singulete a 5.64-

p-pm. que -in-teg-Fa para 1 pro-t-0n asig-nado al p-rotón"'" 

vinílico H4 . 
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PREPARACION DE (4,5)-CIS-17 8-TRIHIDROXI-ANDROSTAN 

3-0NA 17 ;~- TETRAHIDROPIRANIL ETER. 

Í17 f- tetrahidropiran-2'--iloxi) 4,5-dihidroxi-an-

drostan-3-ona) o. e. o 11 G e o •• o o •• Q o e o. o o o o 9. o. o o e •• o o X., 

Se preparó una solución de 7 gramos de 17,/ ~ te 

trahidropiranil ~ter de de testosterona en 340ml ~­

de terb~tanol con 4ml de agua y 29ml de peróxido de 

hidrógeno al 30%, haciendose reaccionar con una so­

lución de tetróxido de osmio en terbutanol (320mg -

/56ml. }. (38}. La reacción se efect~o a temperatura 

ambiente y controló por cromatografia en capa fina­

El tiempo de reacción fué de 72 horas al cabo de 

las cuales se agregó solución saturada de cloruro -

sodio y se extrajo con acetato de etilo, se lavó --
- - - - -

c~n s~lución de bisulfito de sodió para reducir el-

tetróxido de osmio, se neutralizó con solución de -

bicarbonato de sodio, se lavó con agua destilada, se 

evaporó a sequedad. Se obtuvieron 7.3 gramos de un­

sólido blanco, 95% del rendimiento teórico. P.f. 72 

-73.3l'.C. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOP!CAS: 

I. R. ~ máx: 3 4 6 O _, 
-·1 

cm banda ancha de oxh~drilos; 

1720 cm. banda intensa de cetona; 1100 cm. bandas 

del dietar 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 prot~ 

nes asignado al metilo c18 ; singulete a 1.05 ppm,­

que integra para 3 protones asignado al metilo c19 
singulete a 3.1 ppm que integra para 2 protones 

asignado a los protones de los alcoholes en 4 y 5~ 

que desaparece al agregar 6xido de deuterio; multi 

plete entre 3.2 y 4.1 ppm. asignado al pr0tón H17 ; 

singulete ancho a 4.61 ppm asignado al prot6n Hi, 
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PREPARACION DE 4-HIDROXI-17 p (TETRAHIDRCPIRAN-2•­

ILOXI)-ANDROST-4-EN-3-0NA. 

(4-hidroxitestosterona-17 ~-tetrahidropiranil @terl 

u o v o o o ~ o o e a • o a o o a a o o o o o o a e o G t~ e o " o G u e " • o o e ~ o o a e • o a XI' 

Una solución de 7 gramos de C17 111 tetrahidr~ 

piran-2 1 -iloxi) 4,5-dihidroxiandrostan~3~ona en 

100ml~ de metanol se hizo reaccionar con una solu­

ción de 3.35 gramos de hidr6xido de potasio en 

8,5 ml. l.: ,;t~d y 20 ml. de metanol, a 60°C pox> 5~ 

minutos. Para verterse sobre una solución de gcido 

ac@tico con hielo, se saturó con cloruro de aodio, 

se extrajo con acetato de etilo, :;;;e §ecé> s:G>live §'Ul 

fato de sodio anhidro, se filtró y se evapore a 

sequedad, obteni~ndose un sólido que se c~iataltz6 
de metanol-éter etílico. P.f. ~62.3~63,60C. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPtCAS 

U.V. (metanoll,A.máx = 277nm. ¿;:::;~3000 lgé :::;4.~~42 
I.R. V máx 

-1 
3410 cm. handa ~ntensa de -

·~o 
hidroxilo; 1670 cm. banda intensa de cetona 

d 16 3 ~í • • " d ga a; O cm. banda de ~ntens~dad med~a e 
-1 

enlace conjugado; ~~00 a 1000 cm. lianda del 

del tetrah~dropiranilo. 

conju.-. 

dolile­

dieter 
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• PREPARACION DE 4-HIDROXI-17 p (TETRAHIDROPIRAN-2 -

ILOXI)-ANDROST-4-EN-3-0NA. 

(4-hidroxitestosterona-17 '-tetrahidropiranil @terl 

~ O G O O O 11 O e 1!1 Q • U O O o O 111 O O O Cl O O 8 D O 1:1 O G O 1:1 O O O O e t!t o O e $ & Q O O a O 4 xr~ 

Una solución de 7 gramos de {_1 7 p3, tetrahidr~ 

piran-2 1 -iloxi} 4,5-dihidroxiandrostan~3-ona en '<"· 

100ml. de metanol se hizo reaccionar con una solu­

ción de 3.35 gramos de hidrSxido de potasio en 

8. 5 ml. l., · "\.~c.t y 20 ml. de metanol, a 60°C pox> 5-

minutos. Para verterse sobre una solución de actdo 

ac~tico con hielo, se saturó con cloruro de aodio, 

se extrajo con acetato 

fato de sodio anhidro~ 

sequedad, obteni~ndose 

de 

se 

un 

etilo, 

ft.l tró 

:;;;ól.;i:~do 

:;;;e ªec6 S.:@Qr>e :;.tul 

y- s-e e.vapor>o a 

que se crt~taltz6 
de metanol-éter etílico. P.f . .162.3~ifi3.6oc. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS 

U. V. (metanol) A máx 

I.R. V máx 

= 277nm. ¿::::;13000 lgé ::;4 • .1.142 
-1 

3410 cm. banda intensa de -
·~ü 

hidroxilo; 1670 cm. banda intensa de cetona 

~- . . d " gada; 1630 cm. banda de ~ntensxda med~a de 
-1 

enlace conjugado; .1.100 a 1000 cm. lianda del 

del tetrah.idrop.;i:_rani.lo. 

conju.,.. 

dolüe~ 

dieter 
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R.M.N. A 60 Mhz presenta las siguientes seftales: 

Singulete a 0.8 ppm. que integra pa~a 3 pro­

tones asignado al metilo c
18

; singulete a 1.05 

ppm. que integra para 3 protones asignado al meti~ 

lo c 19 ; multiplete entre 3.2 y ~.~ ppm. asignado -

al protón H
17

; singulete a 4.62 ppm. que integra -

para 1 protón, asignado al protón H2 ~; singulete a 

6.12 ppm., que integra:·j:·pró:"báílll;:,tasignado al=:protón -

del alcohol vi_,¡_¡ílico en 4, que desaparece al agre-,.. 

gar 6xido de deuterio. 
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PREPARACION DE 4-HIDROXITESTOSTERONA-17 @-TETRAHI­

DROPIRANIL ETER 4-HEMISUCCINATO. 

(4-hidroxi-17 p-Ctetrahidropiran-2'-iloxil-androst 

4-en-3-ona 4-hemisuccinato} .•••.••...•••••••••• XII 

Se hizo reaccionar 1 gramo de 4-hidroxites~­

terona 17 ~-tetrahidropiranil éter con 2 gramos de 

anhidrido succ!nico en 20ml. de piridina~ a reflu~ 

jo durante 4 d!as. La reacción se siguió por croma 

tografia en capa fina, se terminó verti~ndola so-­

bre agua con hielo~ se extrajo con cloroformo, se­

eliminó la piridina agregando ácido clord:'ct,dp.i:co 

diluido, s.e lavó con agua destilada, se s·ec$ s;·olire 

sulfato de sodio anhidro y se evapor~ a se~uedad.~ 

Se obtuvo un producto de aspecto aceitoso que no ~ 

cristalizó de va~ios sistemas de disolventes. Pul­

purificado por cromatografía en columna de silica~ 

gel, obteniéndose 0.88 g. de un producto resinoso~ 

que da una sola mancha en cromatografia en ca,pa "' 

fina. 

CARACTERISTICAS ESPECTRQSCOPICAS 

U. V. (metanol) A máx = 245 nm t :::;.1.4 7 00 l0.g .E ;:;4 • .167 3 

I .Ro V máx: 3500 cm
1 

banda característi.ca 
-" ~ d A o 1 . -1 de OH de acL o carbox~l1co; 740 cm lianda intensa _, 

de carhon!lo de éster; 1710 cm banda intensa de 

carbon!lo de &cido; 1670 e~ banda intensa de ceto-
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na conjugada; 1640 cm~ banda de intensidad media 
~! 

de doble enlace conjugado;i~OO a ~000 cm liandas. -

del dieter del tetrahidropiranilo. 

R.M.N. A 60 Mhz presenta las siguientes seftales.: 

Singulete a 0.8 ppm que integra para 3 pro­

tones, asignando al metilo c18 ; singulete a ~.22 -

ppm. que integra para 3 protones asignado al meti­

lo c 19 ; multiplete entre 2.5 y 2.9 ppm. asignado ~ 

a los metilenos de la cadena en c 4 i multiplete en­

tre 3.14 y 4.1 ppm. que integra para 1 protón, ~ 

asignado al protón H
17

; singulete anc~o a 4.7 ppm< 

que integra para 1 protón, astgnado al protón Ki;­
sefial ancha a partir de 9 ppm. caracter!stica de -

protón de ácido carboxílioQ. 
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PREPARACION DEL 4-HEMISUCCINATO DE TESTOSTERONA. 

(4,17 p-dihidroxi-4-androsten-3-ona- 4-hemisuccina 

t o ) Q o ~ g o e • • oa " o o o o Q S •· o • o o o o o • o e o e Q o o o o o o • o o o o o XI r- r- IJ 

Se disolvieron 0.5 gramos de 4-hidroxitesto~ 

terona-17-p-tetrahidropiranil ~ter-4 hemisuccinato 

en 15 ml. de acetona y se hicieron reaccionar con­

ácido tricloroac~tica a reflujo por 15 minutos. La 

mezcla de reacción se vertió en agua, se satura 

con cloruro de sodio, se extrajo con acetato de 

etilo~. se lavó a neutralidad con agua destilada, -

se secó sobre sulfato de sodio anhidro~ se filtró­

y se evaporó a sequedad~ obteniéndose un producto~ 

de aspecto aceitoso que no cristaltz6 de vart~s 

§istemas de disolventes. 

CARACTERISTICAS ESPECTROSCQP:J::CAS 

U.V. Cmetanol)Amáx::; 247nmé.::;8100 logé =<3.9:085: 
) .. -1 d ... • I.R. \ max: 3400 cm ban a caracterxstxca-

de OH de ácido carboxílico; 1710 cmJ.handa intensa­

de carbonilo de Aster; 1680 c~ 1 handa intensa de ~ 
carbonflo de ácido; 1665 ci1 lianda intensa de ceto~ 

• -1 
na conJugada; 1610 cm banda de intensidad media 

de doble ligadura conjugada. 

A 60 Mhz presenta las siguientes senales: 

Singulete a 0.83 ppm. que integra para 3 pro 

tones asignado al metilo c18 ; singulete a 1.2g ppm 
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que integra para 3 protones, asignado al metilo ~ 

c 19 ; multiplete entre 2.6 y 3 ppm que integra para 

4 protones, asignado a los metilenos de la cadena­

en c
4

; multiplete de 3.7 a 4.1 ppm asignado al pro 

t6n H17 ; sefial ancha a 6.34 ppm que desaparece al" 

agregar óxido de deuterio, asignada al protón del~ 

ácido carboxílico de la cadena en c4 • 
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PREPARACION DEL CONJUGADO DE 4-HIDROXITESTOSTERONA 

17 ~-TETRAHIDROPIRANIL ETER 4-HEMISUCCINATO .. ,XIV. 

Se hicieron reaccionar 100 mg. de 4-hidroxi­

testosterona 17 ~-tetrahidropiranil éter 4~hemisu­

ccinato, disueltos en 2ml. de una solución 2.88% ~ 

V/V de tri-n-butilamina en dioxano, con 0.5ml. de­

una solución 3.2% V/V de clorocarbonato de isoButi 

lo en dioxano, a 5°C por 30 minutos, para verter -

la a una solución alcalina de alhfimina sérica hovi 

na en dioxano-agua, manteniendo la reacción con 

agitación, pH y temperatura constante~ por 4 hora~ 

(19). La solución se dializa contra agua destilada 

en refrigeración durante 24 horas. El dializado se 

precipitó por adición de solución de ác.;i:.do clorhJ ..... 

drico 1N y se colect6 por centrifugaci6n 3Q minu~~ 

tos a 2500 rpm. El precipitado se suspendie en agua 

y se agregó solución saturada de liicarlionato de 

sodio hasta disolverlo, se dializó nuevamente y se 

liofilizó. 

Por espectroscopia u.v. se calcularon ~4 re­

siduos promedio de esteroi.de por molécula de alliú­

mina sérica bovina. 
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PRE.PARAC:t()N DE.L -c<~rNJUGAD'Q "DE:L -4.;H:E:11T~UCCtNATG "DE: -- ~ . . ' --.. -' .... -. -" . _., ' -
TE STo S T"E:R o NA o o o o o e o ~ o • o o & o Q o G 1!' ~ • ' •• 9 •• e •• o ••• ' tx~v ~ 

Se disolvieron 100mg. del 4-hemisuccinato de 

testosterona en 2ml. de una solución 2.88% V/V de­

tri-n-butilamina en dioxano para hacerse reaccio-­

nar con O.Sml. de una solución 3.2% V/V de cloro-­

carbonato de isobutilo en dioxano, por 30 minutos­

en refrigeración con agitación, para verters."e a 

una soluc~ón alcal~na de albfimina s~rica bovina en 

dioxano-agua, manteniendo agitación y condiciones­

constantes por 4 horas (19). La solución se diali­

zó contra agua destilada, en refrigeración por 24-

horas. El producto dializado se precipitó agregan­

do solución de ácido clorhídrico 1N, el conjugado­

fué colectado por centrifugación 30 minutos a 2500 

rpm, se suspendió en agua destilada y se agregó 

solución saturada de bicarbonato de sodio hasta di 

solución. Se dializó nuevamente y se liofilizó. 

Por espectroscopia U.V. se calcularon 28 re­

siduos promedio de hapteno por molécula de albúmi­

na sérica bovina. 



VI. RESULTADOS Y COMENTARIOS. 

RESULTADOS: 

Se prepararon los 4~hemisuccinatos de la 

4-hidroxitestosterona y del (17 P-tetrahidropiranil 

oxil 4-liidroxitestosterona, las 3(0-carboximetil} -

eximas de la 17~-fiirdoxiprogesterona y del 20 eti-­

len cetal de la 17~-hidroxiprogesterona y se conju~ 

garon a albúmina sérica bovina como se indica en 

los esquemas II y III. 

Los derivados esteroidales as1 como los inter 

mediarios en su preparación, fueron caracterizados~ 

por medio de espectroscopia ultravioleta y de infra 

rrojo y por espectrometria de reson~ncia magnética­

nuclear, se determinó además punto de fusión y an~­

lisis por cromatografía en capa fina de silica gel 5 

de cada uno de los productos. El número de haptenos 

unidos por molécula de albúmina sérica bovina en 

los conjugados preparados, se obtuvo mediante espe~ 

trofotometría ultravioleta. 

COMENTARIOS: 

Los conjugados liofilizados han sido emplea-­

dos en dosis de lmg/ml en solución salina isotónica 

con lml de adyuvante completo de Freuri4,como ant1g~ 

nos en procesos de inmunización activa en conejos.-
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Se obtuvieron resultados positivos en la detec~ -~ 

ción de anticuerpos para la testosterona, en los ~ 

animales de experimentación. Se harán sangr.í:as de"". 

prueba en los conejos tratad6s con los otros antf­

genos para comprobar la respuesta al tratamiento y 

para determinar si los conjugados preparados con -

los grupos protectores 20 etilen cetal y 17 p te-~ 
trahidropiranil éter, para la 17c.\~hidroxiprogeste­

rona y testosterona respectivamente, quedan inalte 

radas al entrar al organismo de los animales· de ex 

perimentación en los procesos de inmunización o si 

sufren lisj.s--2 con lo que se obtendrían anticuerpos 

específicos contra los asteroides con sus grupos ~ 

protectores si no hay lisis, o contra las hormonas 

17t'<-hidroxiprogesterona y testosterona si hubiera .... 

lisis. 

Finalmente, se utilizó el anillo A del nú--­

cleo de los esteroides para preparar los derivados 

y sus conjugados a albúmina s~rica bovina, en el -

caso de la 1~~~hidroxiprogesterona con el objetivo 

particular de que r~r el reconocimiento inmunológ! 

co dir"igido hacia la parte superior de la molécula 

(anillo D y sustituyentes), los anticuerpos produ­

cidos puedan diferenciar 17~~hidroxiprogesterona -

de progesterona mediante su utilización en el ra-­

dioinmunoanálisis, debido a que los procedimientos 

para determinar los niveles de la primera no son -
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eficientes, pues interfiere la progesterena. En el 

caso de la testosterona la posici6n utilizada ha -

rnes~rado para otros esteroides inducir la p~6dua-­

ci6n de anticuerpos altamente especfficos. 
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