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RESUMEN. En el presente trabajo se describe la sintesis de la
progesterona-11-HS-TME a partir de la progesterona-11-OH.
Primeramente, se sintetizo la progesterona-11-HS y posterior-
mente, la pm%cstcrona-ll-HS-TME que fue la empleada en el
marcaje con D1, Para la purificacion de la hormona marcada se
utilizé la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion. El producto
marcado se empleé en la produccion de juegos de reactivos para
andlisis radio-inmunoldgico.

ABSTRACT. In this work the synthesis of progesterona-11-HS-
TME-'®1 from progesterone-11-OH is described. First the synthe-
sis of progesterone-11-HS was made and then progesterone-11-HS-
-TME which was labeled with '»I. The labeled product was puri-
fied by High Performance Liquid Chromatography and used in the
producction of RIA kits.

INTRODUCCION

La progesterona es una hormona esteroidea muy vincu-
lada con la reproduccion en animales superiores. La concen-
tracion de esta en los diferentes fluidos bioldgicos puede dar
una valiosa informacion sobre el ciclo menstrual y el proceso
de gestacion que se desarrolle en aquellos, por lo que se
hace imprescindible disponer de procedimientos analiticos
que permitan realizar la determinacion cuantitativa de dicha
hormona segun lo establecido para analisis radio-inmuno-
légico como practica del buen hacer.

El objetivo del trabajo fue la obtencion de uno de los
componentes fundamentales del juego de reactivos de ana-
lisis radio-inmunologico para la determinacion de la proges-
terona-11-HS-TME, marcada con 9.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo consta de cuatro etapas fundamentales. La
primera consiste en la sintesis de la progesterona-11-HS-(11-
hidroxo-4-pregnen-3,20-dion-11-hemisuccinato) segun reco-
mendaciones de Allen.’

A 330 mg de progesterona-11-OH (1,25 - 10 mol)s el e
adicionaron 500 mg de anhidrido succinico (4,6 - 107 mol) en
5 mL de piridina y se refluj6 la mezcla a 120 °C durante 3 h
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(Fig. 1). Posteriormente, se destilo la piridina. Al residuo se le
adicionaron 15 mL de HCI al 5 % de concentracién a 5 °C.E |
producto de reaccion se extrajo con dos volumenes de 30mL
de acetato de etilo. Esta fase se lavo dos veces con agua
destilada.

El producto de interés se reextrajo dos veces con 30mL
de una solucion de NaOH 0,5 mol/L . Esta fase acuosa se
lavd con cinco peguerias porciones de éter dietilico para elimi-
nar restos del producto de partida. Posteriormente, se acidi-
fico con HCI hasta pH 3-4 y se extrajo la progesterona-11-HS
con fracciones de éter etilico ( 30mL ). La fase organica se
lavé con agua destilada y se seco con sulfato de sodio an-
hidro. Se adicioné carbdn activado para clarificar. Se filtro y
se llevo a sequedad en un evaporador rotatorio. El residuo se
diluy6 en benceno y tras adicionar algunas gotas de heptano,
se dejo cristalizar el producto en frio.

Los cristales obtenidos se filtraron al vacio empleando
una frita No. 4. Se ejecuto la cromatografia de capa delgada
sobre placas de gel de silice 60(Me rck), empleando como
referencia un patréon comercial y se determind el punto de
fusion. El Rf de ambos compuestos resultd coincidente y la
temperatura de fusion coincidio con la que ha sido repmtada1
(155-157 °C).
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Fig. 1. Esquema de la reaccién de la progesterona-11-OH y el anhidrido succinico.

En la segunda etapa, se realizo la sintesis de la proges-
terona-11-HS-TME  (11-hidroxo-4-pregnen-3,20-dion-11-suc-

ciniltirosilmetil éster) (Fig. 2). Se disolvieron 15 mg de pro-
gesterona-11-HS (4 - 107 mol) en 1 mL de dioxano seco. Se



adicionaron12 mL de tri-n-butilanina y se enfrié hasta 8-10 °C.

Esta mezcla se hizo reaccionar con 5 plL de isobutilclorofor-
miato durante 30 min . Paralelamente, se tomaron 7,8 mg (5 -
10° mol) de éster metilico de tirosina (TME) y se disolvieron
en 0,35 mLd eu na mezclad e0, 15m Ld ed ioxanoy0, 25m L
de agua, a los cuales se les habia adicionado previamente
dos gotas de NaOH 20 % . Se enfri6 a 4 °C . A estasegunda
disolucion,se le adicionéla disoluciénen la que previamentese
habia activadola progesteronay se dejo en reposoa 4 °C du-
rante12h.

El producto de la reaccion se extrajo con 10m L de diclo-
rometano, se lavo con agua destiladay se llevo a sequedad en
evaporador rotatorio. Los residuos se aplicaron a una placa
cromatografica preparativa de gel de silice 60F 254 de 2 mm
de espesor preparada en el laboratorio y se desarrolld la
separacion, empleando el sistema de solventes clorofomo:me-
tanol (6:1). La mancha en la placa se observo bajo una lam-
parade luz UV a 254 nm, la zona se raspo y el producto se ex-
trajo con cloroformo. Después de evaporar a sequedad, se ob-
tuvieron 20m g de un producto amorfo de color carmelita claro.
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Fig. 2. Esquema de la reaccion de la progesterona-11-HS y el éster metilico de tirosina.

En la tercera etapa de trabajo se realizo el marcaje ra-
dioisotopico del producto sintetizado con =y, segun el proce-
dimiento de Sanchez y colaboradores.? La reaccion se realizd
en un tubo Eppendorf con capacidad para 3 mL . Se adiciona-
ron sucesivamente los reactivos siguientes: 1 mCi de Na'29|
(10 pL), solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0,25 mol/L
(10 pL), progesterona-11-8-TME disuelta en dioxano 20 ul,
(0,2 mg/mL), cloramina T disuelta en solucion amortiguadora
20 uL (2 mg/mL). Se agitd vigorosamente con un vibrador du-
ranted 5syp  osteriormente, la reaccion se detuvo porl a
adicionde 20 pL metabisulfito de sodio (2 mg/mL) disuelto en
la disolucion amortiguadora de fosfato de sodio.

La cuarta y dltima etapa del trabajo, fue la purificacion
radiocromatografica de la progesterona marcada. Paraello, se
empledla Cromatografialiquidade Alta Resolucion(CLAR). Se
utilizé una columna Supelco C-8 (250X4,6) mm, dp = 5 um).
Como fase movil se empleo la mezcla metanol:agua al 50% .
La velocidad de flujo durante la separacion fue de 1 mL/ min .
El equipo empleado fue de la firma JASCO. Se colectaron
fracciones de 0,5 mL en tubos de vidrio. Para las mediciones
se empled un detector de centelleo sélido de Nal (Robotron).

Como método de validacion de la hormona marcada se
empleo la técnica de analisis radio-inmunologico. Se utilizaron
los anticuerpos antiprogesterona producidos en el Centro de
Investigaciones para el Mejoramiento Animal de San José de
Las Lajas, La Habana.

Para comprobar la identidad biolégica del producto ob-
tenido, este se hizo reaccionar con anticuerpos antipro-
gesterona. El titulo de trabajo del antisuero para un 50% de
enlazamiento del antigeno marcado fue de 1/70 000. La unién
no especifica se mantuvo por debajo del 3 %. El des-
plazamiento de la hormona marcada, se probd en una curva
de calibracién de progesterona en presencia de antigeno mar-
cado y sin marcar para evaluar la calidad del enlace antigeno-
anticuerpo.

Se prepararon disoluciones de antigeno a diferentes
concentraciones (0,25; 0,5; 1; 4; 8; 16 ng;'mL}"‘ en disolucién
amortiguadora de fosfato sédico 0,05 mol/L, pH 7,4. En cada
tubo de ensayos empleado, se afiadieron 10 pL de disolucion

de hormona marcada (20 000 cpm), 100 pL de disolucion de
anticuerpo y 25 ulLd ed isoluciond ea ntigenoap artird el as
disoluciones antes preparadas.

El mismo procedimiento con fines comparativos, se re-
alizé con una hormona comercial (progesterona-11a-HS-his-
tamina- 21, Amershan).

RESULTADOS Y DISCUSION

La eficiencia de marcaje se determiné como el valor por-
centual de la radiactividad contenida en el producto deseado,
previamente purificado por CLAR. Esta resultd del 91 % para
las condiciones optimas del marcaje, constituyendo un valor
muy adecuado para el trabajo.

La separacion cromatografica distinguio claramente la
presencia de tres picos (Fig. 3).
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Fig. 3. Perfil de purificacién de la progesterona-1 1-HS-TME- "),
Columna Supelco C-8 [(250X4,6) mm, & um].
Fase mavil: metanol-agua (1:1).

El primero correspondio al yoduro libre, como resultado
de la reduccion realizada con el metabisulfito de sodio y que
por sus caracteristicas tan polares eluye de la columna en
primer lugar con un tiempo de retencion de 2 min . El segundo
pico correspondi6 a la hormona marcada con un tiempo de re-
tencion igual a 15 min y por ultimo, a los 16,5 min eluyd la
hormona diyodada.



El producto purificado por CLAR mostro excelentes con- comparable al de productos comerciales similares , destacan-
diciones como componente del juego de reactivos para ana- dose la sensibilidad de deteccion que posee el método para
lisis radicinmunologico (Fig. 4). El intervalo de trabajo resulto el metabolito analizado.
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Fig. 4. Curva de desplazamiento de la hormona progesterona-11a-HS-TME-1251 y del patrén comercial escogido (Amersham).
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