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PRIMERA PARTE 



1 • 

INFORME DE LA 

SINTESIS DE LA 19-DIAZOETIL-5-ANDROST-2EN0-17, 19-DIONA. 

En la tésis realizada por la Qu{m. Irma Korkowski, titulada: "Sínte-

sis de un Modelo Esteroidal relacionado estructuralmente con la Isva 

rona"-, (Fig. 1), se trabajó con la 3/3, 19-dihidroxi-androst-5 en-1~ 

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

o 

f 1G.1 f 1 G. 2 

a éste se le hicieron diferentes modificaciones para tratar de llegar 

al c ompuesto deseado _g. El siguiente diagrama muestra la secuen-

cía de reacciones seguidas: 

o o 

m C2> 



(JJ 

o 

(5) 

o 

o 

K CO / 2 J MeOH 

T. A. 

JONES 14• 

ACETONA dest. y 
anh. 

o 

o 



.IONES 14 

ACETONA dest . 
y anh . 

(8) 

(10) 

o 

o 

o 
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Se obtuvieron solamente los 8 primeros compuestos, identificán­

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

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

cir, obtener el compuesto ..!,g_, siguiendo la misma secuencia de rea~ 

ciones. En algunos pasos que a continuaci6n se citan, se hicieron 

varios cambios en las condiciones de reacci6n, purificaci6n y se m!:. 

joraron también algunos rendimientos (ver Tabla 1 ). 

TABLA 

REACTIV O 

1. Pd/C, 10%; MeOH;H2 

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

OBSERVACIONES 

(1) La 3(3, 19-dihidroxi-androst-5-en-

17-ona quedó completamente hidrog!:. 

nada en 2 horas can 30 minutos, en 

vez de 90 horas • 

(4) La hidrólisis se complet6 después de 

2 horas y-30 minutos (en vez de 3 1/2 

horas). El rendimiento fue de 74.1% 

contra 62.6% anterior. 

(5) Para eliminar totalmente la piridina 

se le agr'eg6 una soluci6n de sulfato de 
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cobre concentrada y se extrajo con 

acetato de etilo. 

4. N-N,dirnetil formamida (6) La eliminaci6n del grupo tosilato 

/LiBr+U2co3 ; A. fue después de 6 horas (en vez de 

5. Janes/acetona dest. y 

anhidra. 

7 hrs. ). La purificaci6n se hizo en 

columna y el rendimiento fue de 100%. 

(8) La purificaci6n de 900 mg. de producto 

se hizo por columna. De las fraccio­

nes recuperadas se obtuvo 0.022 g. del 

ácido puro y 0.518 g. de una sustancia 

que por I. R. parece ser una lactona. 

Al oxidar el compuesto z. (900 mg . ) con el reactivo de Janes, se obtuvo 

solamente 22 mg . del ácido puro y 518 mg. de uria sustancia no identi­

ficada en el trabajo de la Srita. Korkowski y el cual muestra bandas en 

el I.R. a: 3240, m(OH);3030,d(=CH);2930,i(CH3 );2850,i(-CH2 -);í790 m 

(C=O, lactona); 1750 i (C=O); 1725 m (C=0 anttto de-5 miembros); 1250 

a 1000 (bandas que corresponden a C-0); 670 m (CH=, de deformaci6n). 

y en su R.M. P. no se observan los hidr6genos vinÍlicos en: 

5.65 p.p . m . 

La estructüra de este producto qued6 pendiente de momento. 
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Con los 22 mg. de ácido se prepar6 el cloruro correspondiente ~· 

y sin aislarlo se hizo reaccionar con diazoetano, sin embargo la 

pequeña cantidad de producto obtenido impidi6 su plena caracteri­

zaci6n. 



PARTE EXPERIMENTAL. 

I. HIDROGENACION DE LA 3(3, 19-DIHIDROXI-ANDROST-5-EN-

1 7-0NA. 2. (2) 

o 

Se prehidrogenaron 3 ,68 g. del catalizador Pd/C al 10% en 276 ml. 

de metanol anh. a una presi6n de 30 psi. hasta que no absorbiera h2 

dr6geno. Inmediatamente se le agregaron 9.2 g. del esteroide 3{J, 

19-dihidroxi-androst-5-en-17-ona y se hidrogen6 a 30 psi; al princ2 

pio la mezcla absorbi6 hidr6geno rápidamente y a las 2 horas 30 m2 

nutos el esteroide estaba completamente hidrogenpdo. Se sigui6 por 

cromatograffa en capa fina la secuencia de la reacci6n en un sistema 

benc eno-metanol (8:2). Se filtr6 2 veces el catalizador sobre celita 

para que la soluci6n quedara cristalina, teniendo cuidado de no dejar 

secar el catalizador, enjuagándolo varias veces con metanol. Se e~ 

por6 al vacfo el disolvente. Se obtuvo un rendimiento de 7 .9 g. 

(B5, ó6/o) de producto crudo, 

Los datos espectroscópicos corresponden a los informados anterior-

mente (1 ). 
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2. PREPARACION DE LA 3¡3-HIDROXI-19-ACETOXI-5o<-

ANDROSTAN-17-0NA. ~' o 

.AcO 

~o H 

Se disolvieron 2 g. de la 3(3, 19-diacetoxi-5o<-androstan-17-ona 

en 50 ml. de metanol puro y anhidro, se le agreg6 una soluci6n 

de 1 g. de carbonato de potasio en un ml. de agua. La reacción 

se sigui6 po r medio de cromatografía en capa fi.na en un sistema 

Benceno-AcOet 6:4 (corrida 2 veces); se completó la reacción 

des pués de 2 horas y 30 minutos. 

Inmediatamente esta mezcla se vertió en 75 ml. de agua y se ex-

trajo 4 veces con acetato de etilo, la fase orgánica se secó con su.!_ 

fato de sodio anhidro, se filtró y se concentró al vacío. Se obtuvo 

2 . 52 g. del producto crudo con p ·.f. = 147-148ºC, que recristaliza-

do de acetona-hexano se obtuvo puro con un punto de fusión de 142-

143°C y un rendimiento de 1.32 g. (74.1 %). 
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3. PREPARACION DEL TOSILATO DE LA 3{3-HIDROXI-19-

ACETOXI-5o<-ANDROSTAN-17-0NA. ~. (4). 

Ta O 
H 

En un matraz se disuelven 1 .32 g. de la 3¡'3-hidroxi-19-acetoxi-

so<-e.ndrostan-17-ona con 6.6 ml. de piridina destilada y anhi-

dra. A la mezcla se le añade 1 .452 g. de cloruro de p-toluen su..!_ 

fonilo puri.ficado. La reacci6n se complet6 después .de 18 horas a 

temperatura ambiente, siguiéndose por cromatografía en capa fi-

na, teniendo como eluyente Benceno-AcOet 6:4 (corri.da 2 veces). 

Se depositaron en el fondo del rnatraz unas agujas transparentes 

de clorhidrato de pi.ridi.na. La mezcla de reacci6n se verti.6 en 

agua fría. Se dej6 reposar y después se extrajo 4 veces con ace-

tato de et'llo; la fase orgánica se sec6 con sulfato de sodio anhidro 

y se concentr6 al vacío. 

Como quedaba algo de piridina se le agreg6 una soluci6n de sulfato 

de cobre concentrada y se e:><trajo nuevamente con acetato de etilo, 

siguiéndose el mismo pro-::edimiento. 

El producto obtenido fue aceitoso, imposible de cristalizar de ace-

tora 1)entano, El rendimiento fue de 2. 06 g. 
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4. PREPARAC ION DEL ACETATO DE LA 19-HIDROXI-5 o{_ 

ANDROST-2-EN-17-0NA. ~' (5,6). 

o 

En 15.4 ml. de N-N-dimetil formamida recién destilada, se d.!_ 

solvieron 2.46 g. del tosilato de la 3~ -hidroxi-19-acetoxi-5<=><-

-androstan-17-ona. 

Se le agreg6 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 efectu6 la 

total eliminaci6n del grupo tosilato dando lugar a la formaci6n 

de la doble ligadura, se estuvo controlando por cromatografía 

en capa fina, usando como eluyente cloroformo (corrida dos v~ 

ces). 

Inmediatamente después se ftltr6 en caliente dicha mezcla para 

eliminar e l carbonato de litio y se verti6 en una mezcla de hie-

lo-agua; se e xtrajo con acetato de etilo, se sec6 la fase orgán_!. 

ca con sulfato de sodio anhidro y se concentr6 al vacío. El exc=. 

so de N,N-dimE:' ., h rmamida existente en el residuo se elimi-

n6 por medio del Hirckmann y a 0.1 m . Hg. de presi6n. Qued6 
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un aceite amarillo que se purific6 por columna (80 gr. de sn..!_ 

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 Sa<-ANDROST-2-EN-19-HIDROXI-17, 

19-0IONA. ~· (l). 

Se disolvieron 900 mg. de 19-hidroxi-5o(-androst-2-en-17-

ona, en 100 ml. de acetona (destilada primero de KMi04 y de~ 

pués de reactivo de Jones en pequeñas porciones, se mantuvo 

la temperatura entre 10º y 15ºC. Se dej6 agitando por 2 horas 

1 O minutos, cJc-iecando por cromatografía en capa fina (acetona.­

benceno 1 :9) el transcurso de la reacci6n. 

El exceso de reactivo de Jones se destruy6 con unas gotas de 

isopropanol . Se filtraron las sales de cromo y se enjuagaron 

con acetona; se elimin6 el di.solvente en el rotavapor, teniendo 

cuidado de no subir la temperatura a más de 40ºC. La canti­

dad de acetona que qued6 se verti6 en·so ml. de agua y a esta 

mezcla se le agreg6 soluci6n saturada de bicarbonato de sodio. 

Se extrajo con acetato de etilo y se procedi.6 a hacer lo de cos­

tumbre . La fase orgánica se sec6 con sulfato de sodio anhidro 

y s e conce ntrb al vado y en frío. Se purific6 por columna (QO 

g. de sflice); se mont6 er1 seco, se agreg6 la muestra y después 

el eluyente (acetato de etilo-benceno 1 :1). 
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De las fracciones obtenidas se recuper6 O. 022 g. del ácido p~ 

ro y 0.518 g. de una sustancia que por I.R. parece ser una la~ 

tona: 
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La esencia de la Inmunología está en: la "me.moría, especificidad 

y el reconocimiento de agentes extraños" en un organismo. 

El ser humano raramente sufre dos veces algunas enfermedades 

tales como: sarampi6n, paperas, tosfeMna, varicela, etc. El pr:!_ .-,.-, 

mer contacto con un organismo infeccioso imprime alguna informa 
-~ -

ci6n, es decir, imparte alguna memoria, así el cuerpo está pre~ 

rado efectivamente para repeler cualquier invasi6n posible por é~ 

tos organismos. 

Esta protecci6n es suministrada por anticuerpos ori9inados por una 

respuesta hacia el agente infeccioso, que puede actuar como unan-

tígeno. La combinaci6n con el anticuerpo permite la eliminaci6n 

del antígeno. 

Así, se puede decir que, el desarrollo de inmunicidad viene de la 

producci6n constante de anticuerpos durante los dos primeros con-: 

tactos con el antígeno, por ejemplo, cuando se inyecta un toxoide 

estafiloc6cico en un conejo, después de varios días se pueden detec-

tar los anticuerpos en la sangre, esta producci6n alcanza un máximo 

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

na respuesta primaria. 



Conc. 1a.lnyecci6n 
de de ANTIGENO 

Anti-
cuer-
po 

en el 
Suero. 

o 10 

-. 

20 

OIAS 

2_a. lnyeccio'n 
de ANTIGENO 

60 70 

14. 

80 90 

Ahora bien, si se deja descansar al animal y luego se le inyecta 

por segunda vez el toxoide, se podrá observar que, dentro de los 

dos o tres primeros días, el nivel de producci6n de anticuerpos 

en la sangre aumenta hasta alcanzar valores más altos que los 

obtenidos en la primera respuesta, a esto se denomina respuesta 

secundaria. 

La segunda respuesta se considera más rápida y con una produc-

ci6n más abundante de anticuerpos, esto es, porque durante la pr:!_ 

mera exposicibn con el antígeno, se originó un sistema formador 

de anticuerpos p r ovisto de un conjunto de células sensibilizadas. 
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E1 sistema utiliz ado e n la vacunación sigue el principio antes 

mencionado, empleando antígenos relativamente atenuados 

(por ejemplo: virus muertos), como estímulo primario para 

imprimir memoria. Así las defens as del cuerpo están aler-

tas y cualquier ccnt:ado subsecuente con la forma virulenta del 

organismo permitirá una segunda respuesta, más efectiva y con 

una producción rruy grande de anticuerpos que protegerán al or­

ganismo para siempre contra dicha enfermedad. 

La selectividad o especificidad de dicha reacción es de especial 

importancia, pues el establecimiento de memoria o inmunidad 

por un organismo, no confiere protecci6n contra otro organis­

mo distinto, por ejemplo: después de un ataque de sarampión 

el cuerpo queda inmune contra infecciones futuras, pero es su-

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

E1 cuerpo puede, de hecho, diferenciar específicamente entre dos 

organismos distintos ( 1 ). 

No solamente los microorganismos son capaces de actuar como 

antígenos, sino que muchas sustancias de peso molecular eleva­

do (mayor de 10,000) actúan provocando la inmunidad, como eje~ 

plo de tales sus tancias tenemos a los polisad.ridos, las prote(nas, 

polímeros sintéticos, etc. 



Landsteiner ( 2) emiti6 una teoría llamada "teoría del hapteno'1 , 

ésta consiste en conseguir formar anticuerpos que se unan a m~ 

léculas de peso molecular bajo; para ello, propone utilizar una 

molécula con caracterí.sticas de antígeno como acarreador, y 

unir a ella covalentemente la molécula pequeña. 

A las moléculas pequeñas unidas al acarreador y que por sí mi~ 

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 u1:_! 

lizar como acarreador a la albúmina sérica de bovino (ASB); si 

se unen moléculas de esteroide a esta proteína, tendremos un c~ 

jugado Esteroide-ASB que actuará como antígeno, en cualquier 

caso al determinar el número de moléculas pequeñas unidas al 

acarreador se hace referencia a estos como residuos. Los an­

ticuerpos que se obtienen en estas condiciones son capaces de uni.!: 

se tanto a la protefna acarreadora como a la molécula pequeña que 

se utiliz6 como hapteno. 

Actualmente uno de los principales intereses en el campo biomé­

dico 1 es el de obtener anticuerpos específ!.cos contra un determi-

nado compuesto. Con estos anticuerpos se puede determinar de 
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manera cuantitativa la concentraci6n de compuestos hormonales 

y otros metabolitos en los tejidos y fluídos biológicos (3), utili­

zardo técnicas como el Radioinmunoanálisis. 

Erlanger (5) int rodujo la inmL11ogenicidad de los esteroides y en­

contró que podían funcionar como haptenos cuardo se conjugaban 

con proteínas por medio de enlaces covalentes estables; para di­

cha unión se aprovechó la reactividad de los grupos funcionales 

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

ES TRONA PROGESTE RONA 
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TESTOSTERONA ANOROSTERONA 

flGUIA 1 . 

Pero esto trajo como consecuencia la pérdida de informaci6n anti­

génica im.portante (8), y como solución se propuso que el acopla­

miento de los esteroides a las cadenas pepetídicas de la proteína, 

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

tr6genos, progestágenos y andr6genos (6). (Fig. 2). 
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ESTRONA l'R?.GESTERONA 

PREGNENO~ONA 

flGU RA 2 . 

Anteriormente· se 1ogr6 una elevada especificidad al escoger el 

C-19 como sitio de uni6n (6), pues dicho carbono está alejado de 

los grupos funcionales característicos de cada esteroide. 

Para este trabajo se tom6 en cuenta lo antes dicho y se presen-

ta la síntesis de los hemisuccinatos de progesterona y pregnen~ 

lona unidos en el ·C-19, de cada una de ~stas moléculas de este­

r oide; en tal posici6n no se involucra directament e ningún grupo 

funcional característico, tanto de la progesterona como de la preg 

nenolona. 

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

teína llamada ·1A lbÚmina sérica de bovino" (ASB), para obtener 



los conjugados de esteroide- proteína y así poder comprobar 

su capacidad antigénica inyectándolos en animales de labora-

torio. 

20. 



11. PARTE TEÓRICA 
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Como materia prima para la obtenci6n de haptenos esteroidales, 

se utitiz6 a la 19-hidroxiprogesterona 1 y a ta 19-hidroxipre~ 

nenotona 2 • 

bo 

19-HI DIQXIPIOGE ST E IONA 

19-HIDROXI PR EGNE NO LONA 

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

a -eabo es et hidr6geno del oxhidrilo por ta cadena del succinato . 

Uno de tos motivos por el cual se seleccien6 este modelo , fue que 

t e niendo el hemisuccinato en posición axial en C-19 , el final de ta 

cadena con el grupo carboxilo se encuentra suficientemente alejado 



22. 

de la molécula de esteroide para evitar interacciones intramo-

leculares entre la albúmina sértca 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 uni6n esteroide-

proteína, Liebermann (7) sugiri6 que: a) la proteína s e encon-

trara en forma pura; b) se conociera el contenido de aminoáci-

dos de la proteína; c) la proteína acarreadora c ontuvie ra un nú-

mero suficiente de grupos funcionales, en los c~ales pudiera u-

nirs e el este roide; d) la uni 6n esteroide-pr'J!:eína debiera ser 

por enla ce c ovalente; e) la estructura del de rivado esteroidal 

acoplado a la proteína, fuera lo más parecido a la hormona o m~ 

tabolito de l cual s e des eara producir los anticuerpos. 

Así que, t eniendo en cuenta lo anterior, se tienen los métodos 

más usados para el acoplamiento de haptenos a proteínas, por 

medio de una uni6n amida: 

I . Schotten- Baumann ( 8 ) 

o 
ti 

~N-Pr 

i]"-'' 



II. Método del anhídrido mixto ( 9) 

R-COOH + 
CH3 O 

\H-CH-0-~-CI --·-- -/ 2 

CHJ O O 

~ '' 11 CH-Cl-I -o-c-o-c-R 
I ~ 

CH3 Cl-IJ 

+ + 
o 
11 

R-C-NH-Pr 

III. Reacci6n vía carbodiimida ( 1 ~ 

o 
H+ 11 #'-R 

R-COOH + R'- N=C=N-11' - R-C-O-C 
'NH-R' 

o ~ 
R'-NH-~-NH-R' t R-C-NH-Pr 

28, 

En la primera reacción I, al· tratarse aminas o aminoácidos con 

cloruros de ácido se genera la formación de amidas . 

En el método II se hace reaccionar un ácido carboxi.1ico con clo-

ro carbonato en presencia de base, formándose el anhídrido mix-

to, o sea, el anhídrido formado entre el ácido carboxílico y el é~ 

ter del ácido carb6nico. 
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El método III c onsis te en hacer reaccionar el ácido carboxflico 

con la amina o aminoácido y la carbodiimida,formándose la am_!. 

da correspondiente y urea. 

Los 19-hemisuccinatos se e:btuvieron a partir de la 19-hidroxi-

pregnenolona y la 19-hidroxtprogester.ona con anhídrido succínico 

y piridina a reflujo. En el caso de la pregnenolU"la, se ootuvo pr_!. 

mero el 3, 19-dihemi.succinato, el cual después de la hidr6lisis Pª!:. 

cial selectiva en la posioi6n 3 con carbonato de potasio y metanol 

a reflujo, durante 15 minutos dio et ~2-misuccinato de pregneno-

lona, (fig. 3). 

19-H IOROXI PROGESTERONA 

19-H 1OROX1 PREGNENOlQ. 

NA 

(b) 

FIGURA 3. 

o 

r\ Anh. 
L.( succín~ 

-Pi rldinl 

(1) 

Anh . 
Succínico.-

-<-º 

O=c~OOH 
1 
o 

19-HS-PROGESTE.RONA 

19-HS-PREGNENOlONA 
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El acoplamiento de cada uno de los hemisuccinatos con la prote_! 

na ASB, se hizo en dimetil formamida y 1-etil-3-(3-dimetilami-

nopropil) carbodiimida en agua con agitaci6n, añadiendouna mez-

cla de ASB en soluci6n buffer de fosfatos. 

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

del grupo COOH como se ve en el esquema: 

ll-COOM + R-N=C =N-R1 

O H 

~N-R1 

R-C-0-C 
'NH-R 

+ 

11 1 " 
R-C-N-Protema R-N-C-N -R' ----Prote(na-NH2 

1 11 1 
H ·O H 

Producto Acoplado 

Una vez obtenidos los conjugados, se procedi6 a determinar el 

número de residuos que se habían unido covalentemente a la pro-

tetra, para ello se utfüzó un método por espectroscopía en el u. v. 
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JN~Oti= 
aprovechando que el Hemisuccinato de progesterona tiene Ámax 

243, P.M.= 68000 y asumiendo la ley de aditividad con la ecuaci6n 

de Lambert-Beer se determin6 el coeficiente de extinci6n del 

conjugado y por diferencia con el coeficiente de extinci6n de la 

proteína pura se pudo saber el número aproximado de residuos 

que se unieron covalentemente. 

En el caso de la pregnenolona se asumi6 que el número de resi-

duos debe ser muy parecido por su estrecha relacié>r}son la pro-

gesterona. 
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CALCULO DE LOS RESIDUOS OBTENIDOS 

EN LOS ACOPLAMIENTOS. 

El método para caléular los residuos estuvo basado en la Ex­

tensi6n 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 proteína (ASB) 

éoncentraci6n de la proteína (ASB) 

Absorbancia de la proteína (ASB) 

Coeficientes de extinci6n de la pro­

teína. 

Peso Molecular del HS-Progesterona 

Coeficiente de extinci6n del esteroide 

Concentraci6n del Conjugado (HS-P­

ASB), 1er. lote. 

Concentraci6n del Conjugado (HS-P­

ASB), 2° lote 

Absorci6n del U.V. del Conjugado 

(250 nm en NaOH 0.1005 N) 

6 8 000 

O. 1402 mg/ ml 

0,385 

186733 

432 

14256 

0.0494 mg/ml 

0,04016 mg/ml 

0.37 

Primero. Se midi6 la absorbancia a concentraci6n similar en 

mg/ml a l a utilizada para la ASB, para esto se t om6 una lect~ 

ra a 0 . 049J1 mg/ml (conc. del primer lote de Conjugados) y se 
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extrapoló ésta a O. 1402 que fue la concentración utilizada para 

la ASB. La diferencia se supone que se debe al incremento en 

la extinción debi.c;ta a las moléculas de esteroide unidas covalen 

temente a la AS B. 

Segundo. La diferencia O. 68 debe relacionarse con el incre-

mento de la absorbancia esperada para la introducción de un mol 

de esteroide a la misma concentración, para esto se realizó la 

siguient e operación: 

PM de la ASB = 68000 

Conc. AS8 = 0.1402 mg/ml 

Absorbancia ASB = 0.385 

f. ASB = 186733 

PM del HS-P = 432 

E 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 esteroi.de , 

A = .::..i_ 
PM 

sustituyendo valores: 

A= 0.1402 X 200 989 = 0. 4117 
68 432 

el incremento de la absorbancia por cada residuo (o mol de e~ 
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teroide) introducido es igual a la diferencia entre el valor ant~ 

rior y la absorbancia de la ASB: 0.4117 - 0.385 = 0.0267. 

Tercero. Teniendo en la realidad una diferencia de Absorban­

cia de O. 68, el número 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 lnte de aco plamientos también se mi­

dió la abso rbancia similar a la utilizada para la ASB en mg/ml.; 

se tom6 una lectura a 0.04016 mg/ ml., que es la concentraci6n 

del segundo l0te y se extrapol6 a la lectura obtenida para una 

concentraci6n de ASB igual a 0.1402 mg/ ml. Se siguieron los 

mismos cálculos 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 ca~ 

tidad de residuos obtenidos en los acoplamientos de ASB-HS-Pre.2_ 

nenolona es muy parecida por la estrecha similitud que hay entre 

ambos e s ter0ides. 



III. PARTE EXPERIMENTAL. 
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Los puntos de fusi6n se deteNninar-on en un aparato Fishel"'­

Johns y no están cor-regidos. 

Los espectros de U. V. se determinaron en un aparato Per-kin­

Elmer- modelo 202, usando NaOH O. 1 N como disolvente. 

Los espectros de I. R. se deteNn inal"Ol1 en un apar-ato Per-kin­

Elmer- 337 en pash1.la de KBr- o en película, según se indique, 

las frecuencias se especifican en cm-1. Las intensidades de 

las bandas se denotan de la siguiente manera: i=intensa; m= me­

dia; d-débU. 

Los espectros de R.M. P. fueron deteNninados en un espectr-6-

metr-o analítico Val"ian EM-360, empleando clor-ofoNno deuter-a­

do (CDC13') como disolvente, a menos que se indique otr-a cosa y 

se us6 como referencia intema TMS. Se expresa el desplazamie~ 

to químico en partes por- mi116n (ppm), usando el par-ámetr-o delta 

(S). Las formas de las señales de los espectros en la parte expe­

rimental se expresaron de la siguiente manera: tipo de banda: 

s• singulete, d= doblete, t= tl"iplete, m = multiplete; constante de 

acoplamiento (J) , expresada en Hz y la asignaci6n . 
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l. OBTENCION DEL HEMISUCCINATO DE LA 19-HIDROXI­

PROGESTERONA. 

Un gramo de 19-hidroxiprogesterona se puso a reaccionar con 

un gramo de anhidrido succínico y 5 ml. de piridina, dejánd_:: 

se a temperatura ambiente durante dos días, tiempo después 

del cual se verti6 en agua y se acidul6 con HCl hasta obtener 

un pH de 1; se extrajo varias veces con acetato de etilo, se l~ 

v6 tres veces con HSl al 5.%, después con agua ha.Sta obtener 

una soluci6n neutra; se decoloró con carbón. Se filtró la so­

luci6n y se evaporó el disolvente a sequedad. El producto c~ 

do se cMstaliz6 de acetato de etilo-hexano obteniéndose un s6-

.lido blanco con punto de fusi6n de 128-130°C, siendo el rendi­

miento de 900 mg. que por recristalizaciones sucesivas de ac~ 

tato de etilo-hexano di6 una muestra analítica con punt o r' -- : ._,_ 

si6n de 129-130°C. 

l. R. (KBr): 3450 a 3100 m (COOH); 3000 m (C-H vinnico); 2900 

i (CH
3

); 2850 i (CH
2

); 1740 i (C=O del hemisuccinato y C=O en 

posici6n 20); 1710 i (C=O de COOH del hemisuccinato); 1670 i 

(C=O ""', /3 insaturado en C-3); 1630 d (C=C); 1470 m (CH2 ); 1450 

m (CH
3

); 1380 m (C-0); 1290 a 1230 m (AcO); 1150 i (C=O del é:_ 

ter); 103 0 . n (C-0). 
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R.M.P. (CDC13 ): 0.65 (s,3,CH3 -18); 2.1 (s,3,CH3 -C==O); 2.55 

li' R 
(s,4,0-C-CH2-CH2-C-0 ); sistema AS centrado en 4.42 integra 

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

saparece con o2o ,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 anhídrido succínico en 1 O ml. de piridina, se 

calent6 en baño de ~or durante 3 horas y se dejó reposar por 

3 días. 

La soluci6n se vertió sobre agua, se aciduló a pH 1, dejándo­

se reposar durante 2 horas, se extrajo con acetato de etilo y 

la fase orgánica se lavó varias veces, hasta obtener una solu­

ción neutra. El disolvente se evaporó al vacío obteniéndose 

un sólido que cristalizó de acetato de etilo-hexano. De la pr..!_ 

m e ra cristalización se obtuvo un sólido amarillo con un rendí 

miento de 1 .193 gramos y en las aguas madres qued6 un resi­

duo blanco; estos dos sólidos se juntaron, se disolvieron en~ 

cetato de etilo, esta solución se decoloró con carbón activado, 

se filtró y cristaliz6 de acetato de etilo-hexano dando un ren­

di miento total de 1 .238 gramos de un s6lido blanco con punto 

de fusi6n de 152-153ºC. 

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

2900 m (CH
3

); 2850 m (CH2); 1750 i (C=O del di-HS); 1700 i 
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(C==O de los COOH); 1480 m (CH2); 1450 m (CH3 ); 1370 m (C-0); 

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

R.M. P. (CDC1
3

): 0.65 (s ,3 ,CH3 -18); 2.15 (s ,3 ,CH3 -C==0-21); 

2.63 (s,8,-CH2-, de los dos HS); sistema AB centrado en 4.24 

que integra para 2H, CH2 -19; 4.6 (señal ancha debida al H ba­

se del HS-3); 5.6 (s, 1 ,H vini'Li.co en C-6); 9. 9 (s ,2 ,que desa­

parece con o2o y que corresponde al COOH de los dos HS). 
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3. OBTENCION DEL 19-HEMISUCCINATO DE 3, 19-DIHIDR2 

XIPREG-5-EN-20-0NA. 

A 500 mg. del dihemisuccinato de pregnenolona en 20 ml. de 

metanol se agregaron 500 mg. de K
2
co

3 
en 10 ml. de agua; 

esta mezcla se calent6 en baño de vapor hasta que el rnetanol 

se evapor6 y se dej6 durante dos horas más, se verti6 en agua, 

se acidul6 con HCl al 5% y se extrajo con acetato de etilo; la f~ 

se orgánica se sec6 con sulfato de sodio anhidro e inmediata­

mente se evapor6 el disolvente al vacío. 

Se cristaliz6 de acetato de etilo-hexano obteniéndose un s6lido 

blanco con punto de fusi6n de 137-138ºC. 

I. R. (KBr): 3450 m (COOH en 19 y OH en 3); 2900 i (CH3 ); 2850 

i (C H
2

); 1720 i (contiene a los tres carbonilos, de cetona en 

C-20, del éster y del ácido succínico); 1480 m (CH2 ); 1440 m 

(CH3 ); 1380 m (C--0); 1290 m (C-OH); 1160 m (C--0 del hemisu~ 

cinato); 1050 m (C--0 del éster). 

R.M.P. (CDC13 ): 0.64 (s,3,CH3 -18); 2.18 (s,3,CH3 -C=0-21); 

2. 55 (s , 4 ,corresponde a los dos -CH2 - del HS); sistema AB 

centrado en 4. 19 que integra para dos H, (CH
2 

-19); 5. 6 (s, 1 , 

H vinfiico en C-6); 6.8 ( s ancho,2, uno del OH en C-3 y otro 
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del COOH del HS). 
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4. OBTENCION DEL CONJUGADO DE ALBUMINA SERICA DE 

BO\/INO CON EL HEMISUCCINA TO DE LA 19-HIDROXIPRO 

GESTERONA. (1). 

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 agit6 durante 

20 minutos. Después de este tiempo se le añadi6 una soh. .. '-1&1 de 

200 mg. de la ASB en 10 ml. de soluci6n buffer de fosfatos 0. (:J.::i M 

con pH 7 .8. Esta mezcla se agit6 durante tres días a una tempera­

tura de 4ºC, formándose un precipitado. El material se traspas6 a 

una bolsa de celofán y se dializ6 un día centra una soluci6n 0.05 M 

de bicarbonato de sodio (pH 8), durante este tiempo el precipitado se 

redisolvi6; después se dializ6 durante 4 días contra agua corriente. 

El contenido de la bolsa se licfiliz6. 

La absorbancia en U. V. del producto es a 250 nm. en una soluci6n 

0.1 N de NaOH, obteniéndose 25.46 residuos mediante el cálculo 

mencionado anteriormente. 
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5. OBTENCION DEL C0NJUG6-.DO 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 agit6 duran­

te 20 minutos. Después de este tiempo se le añadió una solución de 

200 mg . de la ASB en 10 ml. de solución buffer de fosfatos 0.05 M 

con pH 7. 8 . Esta mezcla se agitó durante tres días a una tempera­

tura de 4 °C, formándose un precipitado . El material se traspasó a 

una bolsa de celofán y se dializó un día contra una solución 0.05 M 

de bicarbonato de sodio (pH 8), durante este tiempo el precipitado se 

redis olvió; des pués se dializó durante 4 días contra agua corriente. 

El contenido de la bolsa se liofilizó. 

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

ra inmunización. 



N. DISCUSION Y RESULTADOS 
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El Hemisuccinato de la 19-hidroxiprogesterona se obtuvo ha-

ciéndolo reaccionar con anhídrido succfnico en piridina a re-

flujo, el producto fue un s6lido blanco que recristalizado de 

acetato de etilo-hexano fue identificado plenamente por sus ca 

racterfsticas espectrosc6picas. 

En el I. R. present6 bandas a: 3450 muy ancha que correspon-

de al grupo carboxilo del hemisuccinato; 17 40, señal intensa y 

ancha que incluye a los carbonilos del éster succfnico, al car-

bonilo de la metil cetona en C-20 y al carboxilo del ácido; 1150 

banda intensa que corresponde a vibraci6n C-0 del éster. 

En R.M. P. usando CDC13 como disolvente, present6 a: 0.65 

una señal simple que integra para tres hidr6genos y se asigna 

al CH
3

-1 8; 2. 1 singulete que integra para tres protones y co-

rresponde a CH
3

-C=0-21; 2.55 singulete que integra para cu~ 
o o 
l // 

tro protones, corresponde a 0=C-CH2 -CH2-C-0; sistema AB 

centrado en 4. 42 que integra para dos protones, J=12 cps y que 

corresponde al CH2-19; 5. 9, singulete que integra para 1 pro-

t6n, corresponde al prot6n en posici6n 4; 1O.4, singulete que 

integra para un prot6n, intercambia con O 
2 
O, corresponde al 
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prot6n del carboxilo del ácido. 

Se obtuvo el Di-hemisuccinato de la 19-hidroxipregnenolona, 

haciendo reaccionar a la 19-hidroxipregnenolona con anhídrido 

succfnico en piridina en baño de vapor, el producto crudo fue 

un s6li.do amarillo que por recristalizaci6n di6 un s6li.do blan­

co que se pudo identificar por sus caracterfsticas espectrosc~ 

picas en I. 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: O. 65 señal simple que integra 

para tres protones, corresponde a CH3 -18; 2.15 singulete que 

integra para tres protones y que corresponde a CH3 -C=O; 2. 63 

singulete, integra para 8 protones, corresponde a los cuatro 

-CH
2 

- de los dos hemisuccinatos; sistema AB centrado en 4. 24, 

J=12 cps que integra para dos protones, corre:$ponde a CH2-19. 

En 4.6 presenta una deformaci6n debida a que contiene la base 

del HS-3; 5,6 singulete que integra para un prot6n, correspo!2 

de al prot6n vinfl.ico en posici6n C-6; 9. 9 singulete que integra 

para dos protones, corresponde a los protones de los grupos 

ácido de los dos hemisuccinatos. 
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Para obtener el hemisuccinato de la 19-hidroxipregnenolona, 

se hizo reaccionar al dihemisuccinato con carbonato de pota­

sio en metanol, en baño de vapor durante 15 minutos. Se ob­

tuvo un s6lido blanco que pudo identificarse por sus caracterí~ 

ticas espectrosc6picas, pues en I. R, presenta en 3450 una ba~ 

da intensa que corresponde al COOH en posici6n 19 y el oxhi-· 

drilo en posici6n 3; 1730 señal intensa que incluye a los carb~ 

nilos del éster succínico, al carbonilo de la metil cetona en 

C-20 y carboxilo del ácido; en 1290 banda media que corres­

ponde a la unión C -OH; banda en 1050 que corresponde al car­

bonilo del éster. 

En R.M. P. con CDC13 como disolvente, presenta en: 0.64 si~ 

gulete que integra para tres protones, corresponde a CH3 -18; 

2. 18, singulete que integra para tres protones, corresponde a 

CH3 -C=O; 2. 55 singulete, integra para cuatro protones, corre~ 

ponde a los dos -C H
2 

- del hemisuccinato; sistema AS centrado 

en 4. 19 que integra para dos protones, J=12 Hz, corresponde a 

CH2 -19 que presenta en 3.5 una deformaci6n que explica la eli­

minaci6n por hidr61isis del grupo hemisuccinato en posici6n C-3, 

dejando como base un OH; 5.6 singulete que integra para un pro­

t6n, corresponde al prot6n vinflico en posici6n C-0; 6,8 singule­

te que integ : ' - r a dos protones, uno del OH en C-3 y otro del g~ 
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po COOH del hemisuccinato. 

Los conjugados de la ASB con el hemisuccinato de la 19-hid~ 

xipregnenolona y ln 19-hidroxiprogesterona se obtuvieron ha­

ciéndolos reaccionar en una sc1_uci6n de DMF con carbodiimida 

y agregando después una soluci6n Buffer de fosfatos de la ASB. 

Las mezclas se agitaron a 4ºC durante varios días, separada­

mente, se dializaron un día contra una soluci6n O. 05 M de 

NaHC03 (pH 8), dc:: pués se dializaron contra agua corriente d~ 

rante 4 días. Posteriorment e los sobrenadantes se liofilizaron. 

Se pudo verificar la exis tencia de residuos por medio de su a~ 

sorci6n en espectroscopía de U.V. a 250 n.m. obteniéndose para 

el primer lote 25.46 y para el segundo lote 34.49 residuos res­

pectivamente. 



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

progeste rona. 

2. Se obtuvo y caracterizó el Dihemisuccinato de la 19-hidro­

xipregnenol ona. 

3. También se obtuvo y caracterizó el 19-Hemisuccinat o de la 

19-hidroxipregnenolona. 

Estos tres compuestos se analizaron a través de s us espec­

tros de l. R., R.M. P. y U. V., los que están de acuerdo ccn 

la estructura. 

4. Se prepararon los conjugados de ambos Hemisuccinatas con la 

albúmina sérica de bovino. 

a) El acoplamiento del HS-19-hidroxiprogesterona con la ASB 

se comprobó por medio de su absorción en Espectroscopía 

de U.V. 

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

s e pudo comprobar por medio de U. V. , ya que carece de cr~ 
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m6foro (cetona <><,('no saturado) y se supuso en principio 

que el resultado obtenido deb(a ser similar al del caso a~ 

terior, po r tener una estereoqu(mica muy parecida. Se 

esperan los resultados de la inmunizaci6n para verificar­

su eficiencia como ant(geno en cada caso. 
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