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PRIMERA PARTE



INFORME DE LA

SINTESIS DE LA 19-DIAZOETIL-5-ANDROST-2ENO-17,19-DIONA,

En la tésis realizada por la Quim. Irma Korkowski, titulada: "Sinte-
sis de un Modelo Esteroidal relacionado estructuralmente con la Isva
rona', (Fig. 1), se trabajb con la 3/5 s, 19—dihidroxi-androst-5 en=17

ona (Fig. 2), como materia prima, o

o HO,

FIG.1 FIG. 2

a éste se le hicieron diferentes modificaciones para tratar de llegar
al compuesto deseado 12, EIl siguiente diagrama muestra la secuen-

cia de reacciones seguidas:

o

HO,

Pdfc 10% .
MeOH ; Hy

(4)) 2)



AO/py
a

4%

JONES 14°
ACETONA dest. y
anh,




HO,
JONES 14
—_—
ACETONA dest.
y anh, &)
H
® socl,

Cl




Se obtuvieron solamente los 8 primeros compuestos, identifican—

dolos plenamente por medio de espectroscopfa de I.R. y R.M.P.

Este trabajo tuvo por objeto completar el antes mencionado, es de-

cir, obtener el compuesto 12, siguiendo la misma secuencia de reac

ciones. En algunos pasos que a continuacidén se citan, se hicieron

varios cambios en las condiciones de reaccidén, purificacién y se me

joraron también algunos rendimientos (ver Tabla 1).

TABLA

REACTIVO

1. Pd/C, 10%; MeOH;Hy

2. KQCOS/I\AeOH;T.A .

3. p=-Ts=Cl/Py;T.A.

1)

)

®

1
OBSERVACIONES

La 3[5, 19—dihidroxi-androst-5-en-
17-ona quedé completamente hidroge
nada en 2 horas con 30 minutos, en

vez de 90 horas.

La hidrélisis se completd después de
2 horas y 380 minutos (en vez de 3 1/2
horas). El rendimiento fue de 74.1%

contra 62.6% anterior.

Para eliminar totalmente la piridina

se le agregb una solucibn de sulfato de



cobre concentrada y se extrajo con

acetato de etilo.

4. N-N,dimetil formamida (6) La eliminacidén del grupo tosilato
/l_iBr‘-l-LiQCOS;A. fue después de 6 horas (en vez de
7 hrs.). La purificacién se hizo en

columna y el rendimiento fue de 100%.

5. Jones/acetona dest., y (8) La purificacién de 900 mg. de producto
anhidra. se hizo por columna. De las fraccio-

nes recuperadas se obtuvo 0,022 g. del

&cido puro y 0.518 g. de una sustancia

que por [,R. parece ser una lactona.

Al oxidar el compuesto 7 (900 mg.) con el reactivo de Jones, se obtuvo
solamente 22 mg. del &cido puro y 518 mg. de una sustancia no identi-
ficada en el trabajo de la Srita. Korkowski y el cual muestra bandas en
el I.R. a: 8240, m(OH);8080,d(=CH);2930,i(CHg);2850,i(=CHy=); 7790 m
(C=0, lactona); 1750 i (C=0); 1725 m (C=© armitio de-5 miembros); 1250

a 1000 (bandas que corresponden a C-0); 670 m (CH=, de deformacién).

y en su R, M.P. no se observan los hidrégenos vinflicos en:

5.65 p.p.m.

La estructura de este producto quedb pendiente de momento.



Con los 22 mg. de 4cido se prepard el cloruro correspondiente 9,
y sin aislarlo se hizo reaccionar con diazoetano, sin embargo la
pequefia cantidad de producto obtenido impidié su plena caracteri—

zacién.



PARTE EXPERIMENTAL.

I. HIDROGENACION DE LA Sﬂ, 19-DIHIDROXI-ANDROS T=-5-EN-

17-ONA. 2. (2)

o©

Se prehidrogenaron 3,68 g. del catalizador Pd/C al 10% en 276 ml.
de metanol anh. a una presibén de 30 psi. hasta que no absorbiera hi
drégeno. Inmediatamente se le agregaron 9.2 g. del esteroide 8/3,
19—dihidroxi-androst-5-en—-17-ona y se hidrogend a 30 psi; al princi
pio la mezcla absorbié hidrégeno rdpidamente y a las 2 horas 30 mi
nutos el esteroide estaba completamente hidrogenado. Se siguib por
cromatografia en capa fina la secuencia de la reaccibén en un sistema
benceno-metanol (8:2). Se filtrd 2 veces el catalizador sobre celita
para que la solucién quedara cristalina, teniendo cuidado de no dejar
secar el catalizador, enjuagdndolo varias veces con metanol. Se eva

pord al vacfo el disolvente. Se obtuvo un rendimiento de 7.9 g.

(85,58%) de producto crudo.

Los datos espectroscdpicos corresponden a los informados anterior-

mente (1).



2. PREPARACION DE LA 3ﬂ-HIDROXI-19—ACETOXI—5°(—

ANDROSTAN-17-ONA. 4, (3). o

-AcO,

no H
Se disolvieron 2 g. de la sﬂ, 19-diacetoxi~5 &-androstan-17-ona

en 50 ml. de metanol puro y anhidro, se le agregb una solucién
de 1 g. de carbonato de potasio en un ml. de agua. La reaccidén
se siguib por medio de cromatografia en capa fina en un sistema
Benceno-AcOet 6:4 (corrida 2 veces); se completd la reaccidn

después de 2 horas y 30 minutos.

Inmediatamente esta mezcla se vertid en 75 ml. de agua y se ex—

trajo 4 veces con acetato de etilo, la fase orgénica se secd con sul
fato de sodio anhidro, se filtrd y se concentrd al vacfo. Se obtuvo
2.52 g. del producto crudo con p.f.= 147-148°C, que recristaliza-
do de acetona-hexano se obtuvo puro con un punto de fusibén de 142-

143°C y un rendimiento de 1.32 g. (74.1%).



3. PREPARACION DEL TOSILATO DE LA 3ﬂ—HIDRO><I—19-

ACETOXI-5 X-ANDROSTAN=-17-ONA. 5, @®.

18O

En un matraz se disuelven 1,32 g. de la Sﬂ-hidroxi—19—acetoxi—
5 X —androstan-17-ona con 6.6 ml. de piridina destilada y anhi-
dra. A la mezcla se le afiade 1.452 g. de cloruro de p-toluen sul
fonilo purificado. -La reaccién se completd después de 18 horas a
temperatura ambiente, siguiéndose por cromatografia en capa fi-
na, teniendo com? eluyente Benceno-AcOet 6:4 (corrida 2 veces).
Se depositaron en el fondo del rnatraz unas agujas transparentes
de clorhidrato de piridina. La mezcla de reaccién se vertid en
agua fria. Se dejb reposar y después se extrajo 4 veces con ace-
tato de etilo; la fase orgénica se sec con sulfato de sodio anhidro

y se concentrd al vacio.

Como quedaba algo de piridina se le agregb una solucién de sulfato
de cobre concentrada y se extrajo nuevamente con acetato de etilo,

siguiéndose el mismo procedimiento.

E1l producto obtenido fue aceitoso, imposible de cristalizar de ace—

tona~pentano. El rendimiento fue de 2,06 g.



4. PREPARACION DEL ACETATO DE LA 19-HIDROXI-5 X -

ANDROST-2-EN-17-ONA. 6, (5,6).
o

ACO,

H
En 15.4 ml. de N-N-dimetil formamida recién destilada, se di

solvieron 2,46 g. del tosilato de la 3(} —hidroxi—-19-acetoxi~5 <~

—androstan-17-ona.

Se le agregd 1.353 g. de bromuro de litio amhidro y 1.353 g.

de carbonato de litio puro.

La mezcla se puso a reflujo y después de 6 horas se efectud la
total eliminacién del grupo tosilato dando lugar a la formacién
de la doble ligadura, se estuvo controlando por cromatografia
en capa fina, usando como eluyente cloroformo (corrida dos ve

ces).

Inmediatamente después se filtrd en caliente dicha mezcla para
eliminar el carbonato de litio y se vertib en una mezcla de hie-
lo-agua; se extrajo con acetato de etilo, se sec6 la fase organi
ca con sulfato de sodio anhidro y se concentrd al vacfo. El exce
so de N,N—dime""’ f~rmamida existente en el residuo se elimi-

n3 por medio del Hirckmann y a 0.1 m. Hg. de presién. Qued6



un aceite amarillo que se purificé por columna (80 gr. de sfli
ca por 2 g. de producto por purificar), usando como eluyente

benceno.

Se juntaron las fracciones obteniéndose un rendimiento de 1.78

g.
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5. PREPARACION DE 5«-ANDROST=-2-EN-19-HIDROXI-17,

19-DIONA. 8, (7).

Se disolvieron 900 mg. de 19-hidroxi-5o{—androst-2—-en-17-
ona, en 100 ml. de acetona (destilada primero de KMnO4 y des
pués de reactivo de Jones en pequefias porciones, se mantuvo
la temperatura entre 10° y 15°C. Se dejbé agitando por 2 horas
10 minutos, checando por cromatografia en capa fina (acetona—

benceno 1:9) el transcurso de la reaccién.

El exceso de reactivo de Jones se destruyd con unas gotas de
isopropanol. Se filtraron las sales de cromo y se enjuagaron
con acetona; se elimind el disolvente en el rotavapor, teniendo
cuidado de no subir la temperatura a més de 40°C. La canti-
dad de acetona que quedb se vertié en' 30 ml. de agua y a esta
mezcla se le agregd solucidn saturada de bicarbonato de sodio.
Se extrajo con acetato de etilo y se procedié a hacer lo de cos-

tumbre. La fase orgénica se secd con sulfato de sodio anhidro

y se concentrd al vaclo y en fr{o. Se purificé por columna (20
g. de sflice); se monté en seco, se agregb la muestra y después

el eluyente (acetato de etilo-benceno 1:1).
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De las fracciones obtenidas se recuperd 0,022 g. del cido pu
roy 0.518 g. de una sustancia que por I.R. parece ser una lac

tona:
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La esencia de la Inmunologfa esti en: la "memoria, especificidad

y el reconocimiento de agentes extrafios" en un organismo.

El ser humano raramente sufre dos veces algunas enfermedades

tales como: sarampibn, paperas, tosferina, varicela, etc. El pri
mer contacto con un organismo infeccioso imprime alguna informa
cidn, es decir, imparte alguna memoria, asf el cuerpo esté prepa
rado efectivamente para repeler cualquier invasidn posible por éi

tos organismos.

Esta proteccidn es suministrada por anticuerpos originados por una
respuesta hacia el agente infeccioso, que puede actuar como un an-
tigeno. La combinacibén con el anticuerpo permite la eliminacién

del antigeno.

Asfi, se puede decir que, el desarrollo de inmunicidad viene de la
produccibn constante de anticuerpos durante los dos primeros con—
tactos con el antigeno, por ejemplo, cuando se inyecta un toxoide
estafilocécico en un conejo, después de varios dias se pueden detec-

tar los anticuerpos en la sangre, esta produccién alcanza un méximo

y luego disminuye como se puede ver en la gréfica, a esto se denomi

na respuesta primaria.
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Conc|1a.Inyeccion 2a.Inyeccion

de | e ANTIGENO de ANTIGENO
Anti-

cuer-

en el
Suero.

DIAS

Ahora bien, si se deja descansar al animal y luego se le inyecta
por segunda vez el toxoide, se podra observar que, dentro de los
dos o tres primeros dias, el nivel de produccién de anticuerpos
en la sangre aumenta hasta alcanzar valores més altos que los
obtenidos en la primera respuesta, a esto se denomina respuesta

secundaria.

La segunda respuesta se considera méas répida y con una produc-
cibén més abundante de anticuerpos, esto es, porque durante la pri

mera exposicion con el antigeno, se origind un sistema formador

de anticuerpos provisto de un conjunto de células sensibilizadas.
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El sistema utilizado en la vacunacibn sigue el principio antes
mencionado, empleando antigenos relativamente atenuados

(por ejemplo: virus muertos), como estimulo primario para
imprimir memoria. Asf las defensas del cuerpo estén aler-
tas y cualquier contacto subsecuente con la forma Virulenta del
organismo permitird una segunda respuesta, més efectiva y con
una produccidn muy grande de anticuerpos que protegerén al or-—

ganismo para siempre contra dicha enfermedad.

La selectividad o especificidad de dicha reaccidn es de especial
importancia, pues el establecimiento de memoria o inmunidad
por un organismo, no confiere proteccidén contra otro organis—
mo distinto, por ejemplo: de spués de un ataque de sarampidn
el cuerpo queda inmune contra infecciones futuras, pero es su-

ceptible hacia otros agentes, como virus de polio o paperas.

El cuerpo puede, de hecho, diferenciar especificamente entre dos

organismos distintos ( 1).

No solamente 1os microorganismos son capaces de actuar como
antigenos, sino que muchas sustancias de peso molecular eleva-
do (mayor de 10,000) actlan provocando la inmunidad, como ejem
plo de tales sustancias tenemos a los polisacéridos, las protefhas,

polimeros sintéticos, etc.
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Landsteiner ( 2) emitib una teoria llamada "teoria del hapteno™,
ésta consiste en conseguir formar anticuerpos que se unan a mo
léculas de peso molecular bajo; para ello, propone utilizar una
molécula con caracter{sticas de antigeno como acarreador, y

unir a ella covalentemente la molécula pequefia.

A las moléculas pequefias unidas al acarreador y que por si mis

mas no son antigénicas se les denomina "haptenos".

A las moléculas de peso molecular elevado unidas a sus haptenos
covalentemente, se les conoce como "conjugados", por ejemplo:
si queremos obtener anticuerpos contra esteroides, se puede uti
lizar como acarreador a la albGmina sérica de bovino (ASB); si
se unen moléculas de esteroide a esta proteina, tendremos un con
jugado Esteroide-ASB que actuard como antigeno, en cualquier
caso al determinar el nlmero de moléculas pequefias unidas al
acarreador se hace referencia a estos como residuos., Los an—
ticuerpos que se obtienen en estas condiciones son capaces de unir
se tanto a la proteina acarreadora como a la molécula pequefia que

se utilizé como hapteno.

Actualmente uno de los principales intereses en el campo biomé-

dico, es el de obtener anticuerpos especificos contra un determi-

nado compuesto. Con estos anticuerpos se puede determinar de
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manera cuantitativa la concentracién de compuestos hormonales
y otros metabolitos en los tejidos y fluidos biolégicos (3), utili-

zando técnicas como el Radioinmunoanélisis.

Erlanger (5) introdujo la inmunogenicidad de los esteroides y en—
contrd que podian funcionar como haptenos cuando se conjugaban
con protefnas por medio de enlaces covalentes estables; para di-
cha unidén se aprovechb la reactividad de los grupos funcionales

presentes en la molécula de esteroide (Fig. 1).

ESTRONA PROGESTE RONA
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no H

TESTOSTERONA ANDROSTERONA

FIGURA 1.

Pero esto trajo como consecuencia la pérdida de informacibn anti-
génica importante (8), y como solucidn se propuso que el acopla-
miento de los esteroides a las cadenas pepetidicas de la proteina,
se hiciera en posiciones diferentes de la molécula esteroidal, en
las que no se involucraran componentes estructurales importantes,
por ejemplo: los derivados acoplados a C-6, C-7 6 C-11 de los es-

trdgenos, progestdgenos y andrbgenos (6). (Fig. 2).



ESTRONA PROGESTERONA

~
»

" PRE GNENOLONA

FIGURA 2.

Anteriormente se logrd una elevada especificidad al escoger el
C-19 como sitio de unidn (6), pues dicho carbono esté alejado de

los grupos funcionales caracteristicos de cada esteroide.

Para este trabajo se tomb en cuenta 1o antes dicho y se presen-
ta la sintesis de los hemisuccinatos de progesterona y pregneno
lona unidos en el Q-19, de cada una de :stas moléculas de este-
roide; en tal posicidén no se involucra directamentz ningdn grupo
funcional caracter{stico, tanto de la progesterona como de la preg

nenolona.

Una vez obtenidos estos hemisuccinatos, se acoplaron a la pro-

tefha llamada ’AlbUmina sérica de bovino™ (ASB), para obtener
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los conjugados de esteroide— protefna y as{ poder comprobar
su capacidad antigénica inyecténdolos en animales de labora-

torio.



ilI. PARTE TEORICA
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Como materia prima para la obtencién de haptenos esteroidales,
se utilizé a la 19-hidroxiprogesterona 1 y ala 19-hidroxipreg

nenolona 2 .

Lo
i PN [

19-HIDROXIPROGESTERONA

19-HIDROXIPREGNE NOLONA

£l w0

En cada una de dichas moléculas, el Gnico cambio que se lleva

a cabo es el hidrbégeno del oxhidrilo por la cadena del succinato.,

Uno de los motivos por el cual se selecciond este modelo, fue que
teniendo el hemisuccinato en posicidn axial en C-19, el final de la

cadena con el grupo carboxilo se encuentra suficientemente alejado
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de la molécula de esteroide para evitar interacciones intramo-
leculares entre la albmina sérica de bovino y los grupos fun-
cionales, los cuales se desean mantener libres, hasta que los

anticuerpos correspondientes se hayan formado.

Cabe mencionar que para que se lleve a cabo la unidn esteroide—
proteina, Liebermann (7) sugirid que: a) la protefna se encon—
trara en forma pura; b) se conociera el contenido de aminocéaci-
dos de la proteina; c) la proteina acarreadora contuviera un nG-
mero suficiente de grupos funcionales, en los cuales pudiera u-
nirse el esteroide; d) la unidn esteroide-proteina debiera ser
por enlace covalente; e) la estructura del derivado esteroidal
acoplado a la protefna, fuera 1o mas parecido a la hormona o me

tabolito del cual se deseara producir los anticuerpos.

As{ que, teniendo en cuenta 1o anterior, se tienen 1os métodos
més usados para el acoplamiento de haptenos a proteinas, por

medio de una unién amido:

I. Schotten—- Baumann (8 )

"
o-¢-ci O-C-NH-Pr

HQN-Pr
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II. Método del anhidrido mixto (9)

CH fo) CH O O
< I - N I
R-COOH + CH-CH;O-C-CI ——» CH-CHz-O-J-O—C-R
: /
CHy cH,
2HN-Pr
CH,
I}
co, + CH-CH,-OH  + R=-C-NH-Pr
/
CH,
III. Reaccidn via carbodiimida (10)
o
H* -R
R-COOH +R'-N=C=N—-R' —> R-E-O—ZN
NH=-R’
2MN-Pr
2 2

n'_NH—g—NH—R‘ + R-C-NH-Pr

En 1a primera reaccibn I, al tratarse aminas o aminocacidos con

cloruros de &cido se genera la formacidn de amidas.

En el método II se hace reaccionar un 4cido carboxilico con clo-
ro carbonato en presencia de base, forméndose el anhidrido mix-

to, o sea, el anhidrido formado entre el 4cido carboxilico y el és

ter del &cido carbbnico.
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E1l método III consiste en hacer reaccionar el &cido carboxilico
con la amina o amincécido y la carbodiimida ,forméndose la ami

da correspondiente y urea.

Los 19-hemisuccinatos se ebtuvieron a partir de la 19-hidroxi-
pregnenolona y la 19-hidroxiprogesterona con anhidrido succinico
y piridina a reflujo. En el caso de la pregnenciona, se obtuvo pri
mero el 3,19—dihemisuccinato, el cual después de la hidrélisis par
cial selectiva en la posicién 3 con carbonato de potasio y metanol

a reflujo, durante 15 minfutos dio el «B-khkemisuccinato de pregneno-

lona, (fig. 3). /\/C
o Oc=p o
|
HO. - o
Anh.
succinico,
o Piridina
19-HIDROXIPROGESTERONA 19-HS—PROGESTERONA
fa
(o]
HO,
[2 Anh.
Succinico.
W
Z
19-HIDROXIPREGNENOLO - \l/COO“\ eOH
NA
b o
(b)
FIGURA 3.

19~HS-PREGNENOLONA
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El acoplamiento de cada uno de los hemisuccinatos con la pr'ote_f
na ASB, se hizo en dimetil formamida y 1-etil-3-(@3-dimetilami-
nopropil) carbodiimida en agua con agitacién, afiadiendouna mez-

cla de ASB en solucibn buffer de fosfatos.

El papel de la carbodiimida se considera que es el de activador

del grupo COOH como se ve en el esquema:

" SN=R
R—COOH + R=N=C=N-fR' ————~ § R-C0-C
NNH-R
+
0y
R-C-N-Protefna + R—T-E—T-R'C———Protel’na—th
HO H

Producto Acoplado

Una vez obtenidos los conjugados, se procedid a determinar el

némero de residucs que se habfan unido covalentemente a la pro-

tefna, para ello se utilizé un método por espectroscopia en el U,V,
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NaOH
aprovechando que el Hemisuccinato de progesterona tiene 'Ima'x -

243, ®M=868000 y asumiendola ley de aditividad con la ecuacibén
de Lambert-Beer se determind el coeficiente de extincién del
conjugado y por diferencia con el coeficiente de extincién de la
proteina pura se pudo saber el nimero aproximado de residuos

que se unieron covalentemente.

En el caso de la pregnenolona se asumid que el nimero de resi-
duos debe ser muy parecido por su estrecha relaciéncon la pro-

gesterona.



=250

NivaOH CONCENTRACION A Q=25 ¢
ASB

0.1005 0.1402 mg/ml 0.385 186733
HS—P

0.096517 1.01 15045.517

0.02926 mg/ml

Conjugadg
ler, Lote

0.1005 0.0494 mg/ml 0.37 509311, 74
Conjugadol
20, Lote

0.1 0.04016 mg/ml 0.37 626494,02

27 »
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CALCULO DE LOs RESIDUOS OBTENIDOS

EN LOS ACOPLAMIENTOS.

El método para calcular los residuos estuvo basado en la Ex-
tensién a la Ley de Lambert-Beer de aditividad de la absorban
cia, para lo cual se tomaron en cuenta los siguientes datos:
Peso Molecular de la protefha (ASB) 68 000
Concentracibén de la protefna (ASB) 0.1402 mg/ml
Absorbancia de la protefna (ASB) 0.385
Coeficientes de extincién de la pro-
tefna. 186733
Peso Molecular del HS-Progesterona 432
Coeficiente de extincidén del esteroide 14256
Concentracibén del Conjugado (HS-P-
ASB), 1ler. lote. 0.0494 mg/ml
Concentracién del Conjugado (HS-P-
ASB), 2° lote 0.04016 mg/ml
Absorcién del U.V. del Conjugado

(250 nm en NaOH 0.1005 N) 0.37

Primero. Se midié la absorbancia a concentracién similar en

mg/ml a la utilizada para la ASB, para esto se tomé una lectu

ra a 0.0497 mg/ml (conc. del primer lote de Conjugados) y se
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extrapold ésta a 0.1402 que fue la concentracidn utilizada para
la ASB. La diferencia se supone que se debe al incremento en
la extincién debida a las moléculas de esteroide unidas covalen

temente a la ASB.

Segundo. La diferencia 0.68 debe relacionarse con el incre-
mento de la absorbancia esperada para la introduccidén de un mol
de esteroide a la misma concentracién, para esto se realizd la
siguiente operacibn:

PM de la ASB = 68000

Conc. ASB = 0, 1402 mg/ml

Absorbancia ASB = 0.385

£ ASB = 186733

PM del HS-P = 432

£ del esteroide = 14 256

68 000 + 432 = 68 432

186 733 + 14256 = 200 989 de donde podemos determinar

la absorbancia esperada para ASB-1 mol de esteroide.

A =S¢
PM

sustituyendo valores:

A =_0.1402 x 200989 _ 4447

68 432

el incremento de la absorbancia por cada residuo (o mol de es
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teroide) introducido es igual a la diferencia entre el valor ante
rior y la absorbancia de la ASB: 0.4117 - 0.385 = 0,0267.
Tercero, Teniendo en la realidad una diferencia de Absorban-
cia de 0.68, el nGmero de Residuos se calcula 0.68/0,0267 =
25.46, Por lo tanto para el primer lote de Acoplamientos pre~

parados se obtuvieron 25,46 Residuos.

Cuarto, Para el segundo lote de acoplamientcs también se mi-
dié la absorbancia similar a la utilizada para la ASB en mg/ml.;
se tomb una lectura a 0.04016 mg/ml., que es la concentracidn
del segundo lote y se extrapold a la lectura obtenida para una
concentracién de ASB igual a 0.1402 mg/ml. Se siguieron los
mismos célculos que para el primer lote, obteniéndose 34.49 Re

siduos.

Quinto. Los Residuos obtenidos en los dos lotes se refieren a

los Conjugados de ASB-HS-Progesterona; suponemos que la can
tidad de residuos obtenidos en los acoplamientos de ASB-HS-Preg
nenolona es muy parecida por la estrecha similitud que hay entre

ambos estercides.



IlI. PARTE EXPERIMENTAL.
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Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher—

Johns y no estéan corregidos.

Los espectiros de U.V. se determinaron en un aparato Perkin-

Elmer modelo 202, usando NaOH 0.1 N como disolvente.

Los espectros de I.R. se deterrriinaron en un aparato Perkin-
Elmer 337 en pastilla de KBr o en pelicula, segln se indique,
las frecuencias se especifican en cm=1, Las intensidades de
las bandas se denctan de la siguiente manera: i=intensa; m= me-

dia; d-débil.

Los espectros de R.M.P. fueron determinados en un espectrb—
metro analftico Varian EM-360, empleando cloroformo deutera-
do (CDC13) como disolvente, a menos que se indique otra cosa y
se usb como referencia interna TMS. Se expresa el desplazamieﬂ
to quimico en partes por milldén (ppm), usando el pardmetro delta
(§). Las formas de las sefiales de los espectros en la parte expe-
rimental se expresaron de la siguiente manera: tipo de banda:

s= singulete, d= doblete, t=triplete, m= multiplete; constante de

acoplamiento (J), expresada en Hz y la asignacién.



I. OBTENCION DEL HEMISUCCINATO DE LA 19-HIDROXI-

PROGESTERONA.,

Un gramo de 19-hidroxiprogesterona se puso a reaccionar con
un gramo de anhidrido succinico y 5 ml. de piridina, dejé.ndg
se a temperatura ambiente durante dos dias, tiempo después
del cual se vertib en agua y se aciduldé con HC1 hasta obtener
un pH de 1; se extrajo varias veces con acetato de etilo, se 13
V6 tres veces con HClal 5%, después con agua hasta obtener
una solucién neutra; se decolord con carbdn. Se filtrd la so-
lucibn y se evaporé el disolvente a sequedad. El producto cru
do se cristalizb de acetato de etilo—hexano obteniéndose un s6-
lido blanco con punto de fusién de 128-130°C, sjendo el rendi-
miento de 900 mg. que por recristalizaciones sucesivas de ace
tato de etilo—hexano dié una muestra analitica con punto <~ .-

sibén de 129-130°C.

I.R. (KBr): 3450 a 3100 m (COOH); 3000 m (C-H vinilico); 2900
i (CHS); 2850 i (CH2); 1740 i (C=0 del hemisuccinato y C=0 en
posicibén 20); 1710 i (C=0 de COOH del hemisuccinato); 1670 i
(C=0 =, 3 insaturado en C=8); 1630 d (C=C); 1470 m (CH,); 1450

m (CHg); 1380 m (C=0); 1290 a 1230 m (AcO); 1180 i (C=0 del és

ter); 1030 .n (C-0).
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R.M,P. (CDCla): 0.65 (s,3,CHg=18); 2.1 (s,s,CHS—C=O); 2.55
Q [}

(5,4,0-C—CHp—CHy—C -0 ); sistema AB centrado en 4.42 integra

para 2 H, J=12 cps, CH2—19; 5.9 (5,1,CH=4); 10.4 (s,1,que de-

saparece con D20 ,COOH).
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2. OBTENCION DEL DI-HEMISUCCINATO DE LA 19-HIDRO

XIPREGNENOLONA.,

Se puso a reaccionar un gramo de la 19=hidroxipregnenolona
con 2 gramos de anhidrido succinico en 10 ml. de piridina, se
calentb en bafio de vapor durante 3 horas y se dejbé reposar por

3 dfas.

La solucién se vertibé sobre agua, se acidulé a pH 1, dejadndo—
se reposar durante 2 horas, se extrajo con acetato de etilo y
la fase orgénica se lavé varias veces, hasta obtener una solu-—
cién neutra. EIl disolvente se evapord al vacio obteniéndose
un sélido que cristalizé de acetato de etilo-hexano. De la pri
mera cristalizacién se obtuvo un sélido amarillo con un rendi
miento de 1.193 gramos y en las aguas madres quedd un resi-
duo blanco; estos dos sblidos se juntaron, se disolvieron en a
cetato de etilo, esta solucidén se decolord con carbdn activado,
se filtrd y cristalizd de acetato de etilo-hexano dando un ren—
dimiento total de 1.238 gramos de un sblido blanco con punto

de fusién de 152-153°C.

I.R. (KBr): 3500 a 3100 m (COOH); 3000 m ( C-H vinflico);

2900 m (CHg); 2850 m (CHp); 1750 1 (C=0 del di-HS); 1700 1
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(C=0 de los COOH); 1480 m (CH,); 1450 m (CHg); 1370 m (C=0)%

1210 m (Ac-0); 1154 i (C-O del di—éster); 990 m (C=C-H).

R.M.P, (CDCIS): 0.65 (s,3,CHz-18); 2.15 (s,3,CHz-C=0-21);
2.63 (s,8,—CH2—, de los dos HS); sistema AB centrado en 4.24
que integra para 2H, CH,-19; 4.6 (sefal ancha debida al H ba-
se del HS-3); 5.6 (s,1,H vinflico en C-6); 9.9 (s,2 ,que desa-

parece con D20 y que corresponde al COOH de los dos HS).
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3. OBTENCION DEL 19-HEMISUCCINATO DE 3, 19-DIHIDRO

XIPREG-5-EN=-20-ONA.

A 500 mg. del dihemisuccinato de pregnenolona en 20 ml. de
metanol se agregaron 500 mg. de K2003 en 10 ml. de agua;
esta mezcla se calent en bafio de vapor hasta que el metanol
se evapord y se dejé durante dos horas més, se vertid en agua,
se acidulbé con HC1 al 5% y se extrajo con acetato de etilo; la fa

se orgénica se secb con sulfato de sodio anhidro e inmediata-

mente se evapord el disolvente al vacio.

Se cristalizd de acetato de etilo-hexano obteniéndose un sélido

blanco con punto de fusién de 137-138°C.

I.R. (KBr): 3450 m (COOH en 19 y OH en 3); 2900 i (CHy); 2850
i (CHQ); 1720 i ( contiene a los tres carbonilos, de cetona en
C-20, del éster vy del &cido succihico); 1480 m (CH,); 1440.m
(CHg); 1380 m (C-0); 1290 m (C-OH); 1160 m (C-0 del hemisug

cinato); 1050 m (C-0 del éster).

R.M.P. (CDCl,): 0.64 (s,3,CHg-18); 2.18 (s,3,CHg-C=0-21);
2.55 (s,4 ,corresponde a los dos -CHQ- del HS); sistema AB

centrado en 4.19 que integra para dos H, (CH2—19); 5.6 (s,1,

H vinfiico en C~-6); 6.8 ( s ancho,2, uno del OH en C-3 y otro



del COOH del HS).

37.
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4. OBTENCION DEL CONJUGADO DE ALBUMINA SERICA DE
BOVINO CON EL. HEMISUCCINATO DE LA 19-HIDROXIPRO

GESTERONA. (7).

Una mezcla de 100 mg. del hemisuccinato de la 19~hidroxiproges-~
terona en 9 ml. de dimetil formamida y 100 mg. de 1-etil-3—(3-di-
metilaminopropil)-carbodiimida en 10 ml. de agua se agitd durante
20 minutos. Después de este tiempo se le afadid una solu.16n de
200 mg. de la ASB en 10 ml. de solucibén buffer de fosfatos 0.5o M
con pH 7.8. Esta mezcla se agitd durante tres dias a una tempera-
tura de 4°C, forméandose un precipitado. El material se traspasb a
una bolsa de celofan y se dializé un dia contra una solucién 0.05 M
de bicarbonato de sodio (pH 8), durante este tiempo el precipitado se
redisolvid; después se dializb durante 4 dias contra agua corriente.

El contenido de la bolsa se licfilizb.

La absorbancia en U.V. del producto es a 250 nm. en una solucibn
0.1 N de NaOH, obteniéndose 25.46 residuos mediante el célculo

mencionado anteriormente.
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5. OBTENCION DEL CONJUGADO DE ALBUMINA SERICA DE
BOVINO CON EL HEMISUCCINATO DE LA 19-HIDROXIPREG

NENOLONA. (7).

Una mezcla de 100 mg. del hemisuccinato de la 19-hidroxipregne-
nolona en 9 ml. de dimetil formamida y 100 mg. de 1-etil-3-(3—di-
metilaminopropil)-carbodiimida en 10 ml. de agua, se agité duran—
te 20 minutos. Después de este tiempo se le afiadid una solucidn de
200 mg. de la ASB en 10 ml. de solucidn buffer de fosfatos 0.05 M
con pH 7.8. Esta mezcla se agitd durante tres dias a una tempera—
tura de 4°C, forméndose un precipitado. El material se traspasb a
una bolsa de celofan y se dializd un dia contra una solucién 0.05 M
de bicarbonato de sodio (pH 8), durante este tiempo el precipitado se
redisolvid; después se dializd durante 4 dias contra agua corriente.

El contenido de la bolsa se liofilizb.

Como este conjugado no absorbe en U.V. se utilizb directamente pa-

ra inmunizacibn.



IV. DISCUSION Y RESULTADOS
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El1 Hemisuccinato de la 19-hidroxiprogesterona se obtuvo ha-
ciéndolo reaccionar con anhidrido succinico en piridina a re~
flujo, el producto fue un sélido blanco que recristalizado de

acetato de etilo—-hexano fue identificado plenamente por sus ca

racteristicas espectroscépicas.

En el I.R. presentd bandas a: 3450 muy ancha que correspon—
de al grupo carboxilo del hemisuccinato; 1740, sefal intensa y
ancha que incluye a los carbonilos del éster succihico, al car-
bonilo de la metil cetona en C-20 vy al carboxilo del &cido; 1150

banda intensa que corresponde a vibracién C-0O del éster.

En R. M. P, usando CDCI3 como disolvente, presentd a: 0.65

una sefial simple que integra para tres hidrégenos y se asigna

al CH3-18; 2.1 singulete que integra para tres protones y co-

rresponde a CHG—C=O—21; 2.55 singulete que integra para cua
o] //o

tro protones, corresponde a O=(’3—CH2—CH2—C-O; sistema AB

centrado en 4.42 que integra para dos protones, J=12 cps y que

corresponde al CH5-19; 5.9, singulete que integra para 1 pro-

tén, corresponde al protdén en posicidén 4; 10.4, singulete que

integra para un protén, intercambia con DQO, corresponde al



41.

protén del carboxilo del 4cido.

Se obtuvo el Di-hemisuccinato de la 19-hidroxipregnenolona,
haciendo reaccionar a la 19-hidroxipregnenolona con anhidrido
succihico en piridina en bafio de vapor, el producto crudo fue
un sélido amarillo que por recristalizacién dié un sélido blan~
co que se pudo identificar por sus caracteristicas espectroscé
picas en [.R. por presentar entre 3500 y 3100 una banda ancha
correspondiente al grupo carboxilo de los hemisuccinatos; 1750
que corresponde a los carbonilos del succinato y a la metil ce-

tona en C-20.

En R.M.P. presenta bandas en: 0.65 sefial simple que integra
para tres protones, corresponde a CH3—18; 2.15 singulete que
integra para tres protones y que corresponde a CH3—0=0; 2,63
singulete, integra para 8 protones, co;'-responde a los cuatro
—CH2— de los dos hemisuccinatos; sistema AB centrado en 4.24,
J=12 cps que integra para dos protones, cor‘re_sponde a CH2—19.
En 4.6 presenta una deformacién debida a que contiene la base
del HS-3; 5.6 singulete que integra para un protén, correspon
de al protén vinflico en posicién C-6; 9.9 singulete que integra

para dos protones, corresponde a los protones de los grupos

&cido de los dos hemisuccinatos.
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Para obterer el hemisuccinato de la 19-hidroxipregnenolona,
se hizo reaccionar al dihemisuccinato con carbonato de pota-
sio en metanol, en bafo de vapor durante 15 minutos. Se ob-
tuvo un sbélido blanco que pudo identificarse por sus car‘acter'fi
ticas espectroscépicas, pues en I.R, presenta en 3450 una baﬁ
da intensa que corresponde al COOH en posicibén 19 y el oxhi-
drilo en posicibén 3; 1730 sefal intensa que incluye a los carbo
nilos del éster succfnico, al carbonilo de la metil cetona en
C-20 y carboxilo del 4cido; en 1290 banda media que corres-
ponde a la unién C-OH; banda en 1050 que corresponde al car—

bonilo del éster.

En R.M.P. con CDClg como disolvente, presenta en: 0.64 sin
gulete que integra para tres protones, corresponde a CHz-18;
2.18, singulete que integra para tres protones, corresponde a
CHG—C=O; 2.55 singulete, integra para cuatro protones, corres
ponde a los dos —CH2— del hemisuccinato; sistema AB centrado
en 4,19 que integra para dos protones, J=12 Hz, corresponde a
CH2—19 que presenta en 3.5 una deformacién que explica la eli-
minacién por hidrélisis del grupo hemisuccinato en posicién C-3,
dejando como base un OH; 5.6 singulete que integra para un pro-

tén, corresponde al protén vinflico en posicién C—6; 6.8 singule-

te que integ: - “ra dos protones, uno del OH en C-3 y otro del gru
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po COOH del hemisuccinato.

Los conjugados de la ASB con el hemisuccinato de la 19-hidro
xipregnenolona y la 19-hidroxiprogesterona se obtuvieron ha-
ciéndolos reaccionar en una sclucién de DMF con carbodiimida
y agregando después una solucién Buffer de fosfatos de la ASB.
LLas mezclas se agitaron a 4°C durante varios dfas, separada-
mente , se dializaron un dfa contra una solucién 0.05 M de -
NaHCO3 (PH 8), decspués se dializaron contra agua corriente du

rante 4 dias. Posteriormente los sobrenadantes se liofilizaron.

Se pudo verificar la existencia de residuos por medio de su ab
sorcién en espectroscopfa de U.V. a 250 n.m. obteniéndose para
el primer lote 25.4€ y para el segundo lote 34,49 residuos res-—

pectivamente.



V. CONCLUSIONES
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Se obtuvo y caracterizb el Hemisuccinato de la 19-hidroxi-

progesterona.

Se obtuvo y caracterizb el Dihemisuccinato de la 19-hidro—

xipregnenolona.

También se obtuvo y caracterizb el 19-Hemisuccinato de la

19-hidroxipregnenolona.

Estos tres compuestos se analizaron a través de sus espec-—
tros de I.R., R.M.P. y U.V., los que estin de acuerdo con

la estructura.

Se prepararon los conjugados de ambos Hemisuccinatos con la

albGmina sérica de bovino.

a) El acoplamiento del HS—19—hidr-o>dbr~ogester~ona con la ASB
se comprobd por medio de su absorcién en Espectroscopia

de U.V.

b) El acoplamiento del HS-19-hidroxipregnenolona con ASB no

se pudo comprobar por medio de U.V., ya que carece de cro
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méforo (cetona =<,f3 no saturado) y se supuso en principio
que el resultado obtenido debfa ser similar al del caso an
terior, por tener una estereoquimica muy parecida. Se
esperan los resultados de la inmunizacién para verificar

su eficiencia como antigeno en cada caso.
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