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RESUMEN

Se realiz6 el analisis fisico-quimico de la sal sédica de la prostaciclina por
espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear proténica y de carbono-
-13. Como corroboracién de la estructura de la molécula estudida se realiz6
también el estudio espectroscépico al producto de su hidrolisis, la 6-ceto
protaglandina fer mediante la espectroscopia infrarroja, resonancia magnética
nuclear proténica y de carbono-13 con ayuda de las técnicas COSY, asi como el
reporte de la composicion elemental. Se realizé un estudio de la transformacion
hidrolitica de la sal sodica de la prostaciclina en 6-ceto prostaglanginzof el
empleo de la deteccion por cromatografia liquida de alta resolucién, lo cual
corrobor6 que éste es el producto Unico que se forma en dicho proceso.

Descriptores DeCSEPOPROSTENOL/quimica.

La sal sddica de la prostaciclina (acido (PGL), fueron precedidas por varias obser-
6,9-epoxi-11,15-dihidroxiprosta-5,13-die-  vaciones relevantes; la mas importante de
noico sal sodica; PGQNla) pertenece a la  éstas fue la caracterizacion y sintesis de la
familia de los prostanoides y es utilizada molécula de 6-ceto prostaglanding F
para el tratamiento de la hipertension (6CPGF). El aislamiento de este compuesto
pulmonar, como inhibidor de la agregacion de fuentes biolégicas y no de la pros-
plaguetaria, lavado de 6rganos para taciclina, relativa a su alta reactividad,
trasplantes y plaquetas, asi como para elmotivé el estudio de su interconversfn.
tratamiento de otras afecciones del sistema La PGJ es muy inestable y dada gue-
cardiovascular, respiratorio, etcétéra. piedades quimicas es muy susceptible a una

El descubrimiento, la sintesis y la rapida hidrélisis a 6CPGF y consecuente-
determinacion estructural de la prostaciclina mente su inactivaciéhEl descubrimiento
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de que la PGles (a) el paso biosintético del acido libre ya que siempre la 6CPGF esta
intermedio entre la PG}y la6CPGFy (b)la  presenté. Cuando se aplico a placas de
rapida hidrolisis a 6CPGF dio una cromatografia de capa delgada (CCD) sobre
explicacion a la existencia de esta molécula silicagel y se desarroll6 en sistemas de
en varios sitios biologicosEsta hidrolisis  solventes acidicos la PGINa de curso se
rapida se debe a la proximidad del grupo 1- transformé inmediatamente al &cido libre 'y
-carboxilo al sistema enol ciclico estéri- por tanto a la 6CPG¥FPor igual motivo
camente torcido de la PGprovocando la  tampoco es posible utilizar columnas cro-
adicion de agua por via de la migracion de matograficas para su purificacién. Debido
enlaces y ruptura del anillo a 6-ceto. Este a alta sensibilidad el andlisis por CCD se
mecanismo es soportado por el incremento realiza al éster metilico por conversién en el
de la estabilidad hidrolitica de ésteres de derivado p-fenilfenacilo por reaccion con
PGL* o-bromo-p-fenilacetofenona en exceso en
Tal inusual alta reactividad de PGl presencia de una amifapientras que el
debida al vinil éter es atribuida a factores analisis por CCD de la PGINa se realiza por
estéricos que incrementa la velocidad de transformacién a 6CPGF utilizando como
protonacion del carbono 5, cuya constante control una muestra de referencia.
de velocidad de primer orden es indepen- En el andlisis por cromatografia liquida
diente del pH para la hidrélisis espontanea, de alta resolucién (CLAR) fue inme-
catalizada por agua como un acido gertéral. diatamente revelado que la PGk des-
Se sefiala en un articulo@ieB y otro$ compone espontaneamente a 6CPGF du-
que la identificacion de la P@Gibtenida, se  rante la resolucion en una columna CLAR
basé en la inhibicion de la agregacion de fase normal con una fase mavil anhidra,
plaquetaria de los trombocitos humanos con asi como en una columna de fase reversa
esta sal y su inestabilidad a un pH &cido del con fase movil a pH 8,5. Este fenébmeno es
medio, conjuntamente con la demostracién atribuido al poder catalitico de los sitios de
guimica posterior de este metabolito, lo que adsorcion acidicos en las columnas em-
le permitié concluir sobre la compatibilidad pleadas,de ahi la necesidad de trabajar con
de la configuraciéon de la PGINa. Igual fases moviles a pH superiores a 9 con vistas
sefialamiento realizaibhnson y otrgsal a preservar su estabilidad quimica.
plantear que la estructura asignada a lg PGl En el analisis por espectrometria de
depende de la comparacion de las propie- masa se reporta la realizacion de espectros
dades biologicas y quimicas de la PGl a derivados silanizados de 6CPGF,
natural con la de la sal sédica de la sinfesis. sefialando que es el método de identifica-
Un estudio colaborativo entre los labo- ci6n de este compuesto.
ratorios de las firmas Upjohn y Wellcome Para realizar el estudio por resonancia
Research establecio la estructura de I PGl magnética nuclear protonica y de carbono-
al sefialar que es un enol éter biciclico que -13 y medir sus constantes de acopla-
descompone por hidrdlisis a valores de pH miento, la literatura sefiala el empleo del éster
fisiologico para dar 6CPGF. metilico de PGJ en el que se realizé un
La PGINa es higroscopiésse sefiala  tratamiento complejo con empleo de
que muestras de PGINa contienen trazas dedisolventes deuterados (DD, CDC|, y
agua y bicarbonato de sodio que son D,0O), de solucionebuffery temperaturas
excesivamente dificil de eliminar, porlo cual muy bajas, como via de minimizar la hidré-
no ha sido posible obtener muestras puraslisis de la PGI° Por lo ateriormente expues-
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to se justifica que el analisis fisico-quimico Los espectros infrarrojos se registraron
de la sal sodica de la prostaciclina con en un equipo Bruker y en un espectro-
vistas a corroborar la estructura quimica fotometro PU9512.
puede hacerse mediante la conjuncién de Los espectros de RMM,**C, COSY
los estudios de su accion antiagregante HH Y HC, se registraron en un equipo
plaquetario y de las propiedades que pre- Bruker de 200 MHz en dimetilsulfoxidq-d
senta la 6-cetoprostaglanding Eomo su parala PGINayen CDQpara la 6CPGFy
principal producto de hidrdlisis el cual se TMS como referencia interna.
obtiene por transformacion del producto El espectro de masa se realiz6 en un
sintetizado. equipo TRIO-1000, de FISONS Intruments
Es objetivo de este trabajo mostrar los por el método de introduccién directa,
resultados del analisis fisico-quimico de la modo ionizacién (El+) 70 e V y temperatura
sal sddica de la prostaciclina por espec- de la fuente de 270 °C.
troscopia infrarroja, resonancia magnética Los estudios cromatogréficosrsaliza-
nuclear protonica y de carbono-13. Como ron en los equipos de HPLC-KNAUER con
corroboracion de la estructura de la molé- detector UV-Knauer de longitud de onda
cula estudiada, se realiza también el estudio variable y microprocesadora Shimadzu CR-
espectroscépico al producto de su hidré- -3A y LaChrom (Merck-Hitachi) con una

lisis, la 6-ceto prostaglanding Fmediante

la espectroscopia infrarroja, resonancia
magnética nuclear proténica y de carbono-
-13 con ayuda de las técnicas COSY vy el
analisis de su composicion elemental; asi
como, el estudio de la transformacion hidro-
litica de la sal sodica de la prostaciclina |
en 6-ceto prostaglanding fy su deteccion
por CLAR.

METODOS

La PGINa es un polvo blanco-crema
gue se obtuvo por transformacion quimica
a partir de PGEsegun se reportd.a 6CPGF
fue obtenida a partir de la PGINa mediante
acidificacién de una disolucién acuosa y
purificada por recristalizacion. Las sus-
tancias de referencia utilizadas fueron de
PGINa de la firma Chinoin, Hungria.

El anélisis elemental se realizé en un
equipo de microanalisis elemental desa-
rrollado en el laborarorio de la Universidad
de Zurich, Suiza.

Latemperatura de fusion fue determina-
da en un equipo Electrothermal (Reino Unido).

bomba L-7100y detector UV de longitud de
onda variable acoplado a una micro-
computadora personal con programa
Biochrom (CIGB-Cuba). Se emplearon las
condiciones crotamogréficas siguientes: co-
lumna Lichrospher 100 RP-184250 x 4 mm),
deteccién a 205 nm, flujo 1,2 mL/min; fase mo-
vil: acetonitrilo: agua (20:80; v:v) llevada a
pH=9,3 comufferacido bérico@,009 mollL)-
-tetraborato de sodio (0,04 mol/L). Para el
andlisis de pureza de 6CPGF la fase mévil
estuvo compuesta de acetonitrbafferde
acido fosférico (0,017 mol/L) en proporcion
32,8:67,2; v.v) con deteccién a 194 nmYy flujo
1 mU/min.

RESULTADOS

CLAR Con vistas a evaluar la purezay
el perfil cromatogréfico de 3 lotes de 6CPGF
obtenidos a partir de 3 lotes de PGINa que
permitiria confirmar la identidad de estos
altimos, se registraron los cromatogramas
a muestras de éstas contra material de refe-
rencia quimico observando un solo pico, lo
gue demuestra la pureza del producto
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obtenido, asi como semejante tiempo de (m,1H, G.H); 3,64 (m,1H,CHO); 3,40 (s), 2H,
retencion (alrededor de 6,1 min) a la del ma- OH); 0,85 (t, 3H,CH).
terial de referencia quimico. El perfil croma- 6CPGF: 5,5-5,6 (m, 2H,1g;14vinil); 5,0
tografico de todas las muestras fue el mismo. (s,3H, 30H); 3,5-4,6 (m,6H,CH); 1,9-2,7
Temperatura de fusiénkl valor (m,6H,CH); 1,0-1,8 (m,14H); 0,90 (t,3H, QH
obtenido de la temperatura de fusion para Espectroscopia de resonancia magné-
la 6CPGF fue de 105-108 °C, lo que esta en tica nuclear de carbono-18a asignacion
correspodencia con lo reportado de 101- de las sefiales correspondientes dados los
-108 °C? corrimientos quimicoY) en p.p.m. para la
Analisis elemental El analisis ele- PG|Nay 6CPGF, son las Siguientes:
mental para la 6-ceto prostaglanding F
reportd los valores siguientes: carbono = carbono PGINa 6CPGE

=64,53 %; hidrégeno = 9,69 %, resultados 1 - 177.4
permisibles de acuerdo con los tedricos: 2 373 348
carbono = 64,86 %; hidrogeno = 9,19 %. 3 247 26,3

Espectroscopia infrarrojeEn el espec- 4 272 26,3
tro infrarrojo obtenido para la PGINa se 5 96,2 38,2
observan las bandas caracteristicasa 3350 g 153,6 1129
(OH), 1690 (O-C=C), 1555y 1470 (Q® 7 32,0 40,8
970 (G=C,) cm. En los espectros infra- 8 44.4 47,0
rrojos obtenidos para la 6CPGF se obser- 9 82,9 73,6
van las bandas caracteristicas a 3400 (OH), 10 41,1 429
2 600 (OH, &cido), 1 690 (C=0) y 970 1 76,1 812
(C,=C,) ent. 12 53,4 58,2

Espectrometria de masa&n el 13 1297 1325
espectro de masa para la 6CPGF, obtenido 14 1354 135,9
por introduccion directa de la muestra sin 15 70,8 78,6
derivatizar, no aparece el pico de ion mole-  1g 38,2 348
cular; sin embargo, si se observa un pico 17 25,4 252
caracteristico con un valor de m/z de 352  1g 312 329
correspondiente a la pérdida de una molé- 19 221 236
cula de agua y otros picos de diferentes g 13,9 144

intensidades correspondientes a este com-
puesto, como: 335, 279, 251,208,181 (100%),  Con vistas a corroborar lo planteado
121, 99, etc. En la literatura los espectros de en |3 literaturd?®de que la transformacion

masas referidos a este compuesemseen-  de PGINa a 6CPGF ocurre rapidamente y
tran registrados como derivados. como producto exclusivo, lo cual permitiera
Espectroscopia de resonancia magné- |3 confirmacion de la estructura de la PGINa,
tica nuclear protonicala asignacion de  fye que se realizé la transformacion de ésta
las sefales correspondientes dadosdos en 6CPGE.
mientos quimicos) en p.p.m. y multipli- En los cromatogramas por CLAR del
cidad (s=singlete, t= triplete, m= multiplete) material de referencia quimico y el del
para la PGINay 6CPGF, son las siguientes: producto sintetizado, en el tiempo cero pre-
PGINa: 5,42 (m, 2H,G vinil); 4,48 senta un pico mayoritario correspondiente
(m,1H,CHO); 4,05 (m, 1H,0C=CH); 3,85 ala PGINa con un tiempo de retencién de
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alrededor de 5,6 min y un pico minorita- de los resultados y asignar las sefales
rio con tiempo de retencion de alrededor de correspondientes para la 6CPGF.
1,5 min correspondiente a la 6CPGF, que se En los espectros de RMNE desa-
corresponde con el pico del material de coplados a banda ancha coincide el nimero
referencia quimico de 6CPGF. La transfor- de sefiales con el nimero de atomos de
macion paulatina puede observarse en loscarbono de las estructuras, no aparece en
cromatogramas al transcurrir el tiempo (3y el registro la sefal correspondiente al car-
24 h); mientras que alas 72 h no se observabono carboxilico de alrededor de 174 p.p.m.
la presencia de PGINa. En los cromato- por usarse una escala amplia con vistas a
gramas no aparece otro pico adicional que separar las sefiales mas importantes.
no sean los correspondientes a estos com-  Con vistas a la mejor asignacion de los
puestos, lo cual permanece invariable hastacorrimientos quimicos para la 6CPGF se
las 96 h. utilizaron técnicas bidimensionales, no
Todo ello nos permite realizar el andlisis reportadas anteriormente en la literatura para
fisico-quimico conjunto de la PGINa sin- este compuesto.
tetizada y de la 6CPGF obtenida, como via El estudio sobre la agregacion pla-
de corroborar la identidad quimica de estos quetaria de la PGINa obtenida en Cuba se
productos. encuentra publicado, cuyos resultados
Los espectros IR de PGINa y 6CPGF demuestran el comportamiento biolégico de
concuerdan con lo reportado en la literatura. ésta de acuerdo con la estructura asig-
Es necesario sefalar que al registrar un nada*
espectro de masa de la PGINa, se pudo ob- Se concluye en este estudio, que me-
servar que la muestra descompone inten- diante CLAR la hidrélisis de la sal sddica
samente y la cantidad de sefales es nume-de la prostaciclina,Isélo produce 6-ceto
rosa, por lo que no se pudo determinar prostaglandina F, de acuerdo con nues-
ninguna posible fragmentacién. Por otro tras condiciones de trabajo. Ademas, se
lado, dicho espectro no se encuentra re- demostré que la estructura de la sal sédica
portado en la literatura ampliamente con- de la prostaciclina,Imediante diversas
sultada. técnicas fisico-quimicas de elucidacién
Los espectros de RMNH paralaPGINa  estructural concuerda con lo esperado y lo
y la 6CPGF coinciden con lo reportado en la reportado en la literatura, tanto por andlisis
literatura para ambos compuestos. Es de sus propias caracteristicas espectros-
necesario sefalar que los espectros COSYcépicas como la de su producto de hidré-
HH permitieron dar una mejor interpretacion lisis, la 6-ceto prostaglanding F

SUMMARY

The physical and chemical analysis of prostacyclin sodium salt was made by
infrared spectroscopy, proton-emission and carbon-13 nuclear magnetic
resonance. To corroborate the structure of the studied molecule, the product of
its hydrolysis, 6-ketoprostaglandin F, was also studied by infrared spectroscopy,
and proton-emission and carbon-13 nuclear magnetic resonance assisted by
COSY techniques. The report of the elemental composition was made, too. A
study of the hydrolytic transformation of prostacyclin sodium salt into 6-keto-
prostaglandin was carried out by high resolution liquid chromatography, which
confirmed that this is the only product obtained in such a process.

Subject headingsEPOPROSTENOL/chemistry.
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