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El presente invento tiene por objeto la pre-
paracidn de nuevos haptenos derivados de la testosterona

de férmula general I:

OH
: . (D)

en la cual o bien Y representa un grupo -O-CO-R'-COQH

en posicién Ao [, R' representa un grupo ~-(cH,)a-,

- Vsiendo a un nimero entero que puede variar de 1 a 18

) "'_ro R! repregenta un grupo p-fenileno y X representa un
 ' .. grupo / S bien Y representa un atomo de hidrdgeno y X

| _‘represenga bien un grupo -;-( CH,)bCOSH ya_sea un grupo
\"( CH )bCOzH, siendo b un numero entero gue puede variar
de 1 a 18, ya sea un grupo =N-O(CH )o-—COZH, siendo ¢ un

‘' nimero entero que puede variar de 1 & 12, con la condi-

H

.. - ¢ién de que cuando X representa un grupo? , Y no re-

" presenta el grupo -O-—CO~(CH2)2~COOII en pogicidn A,

Los radicales -(CHz)a-COZH y -(CH2)b-002H ideén~

ticos o diferentes representan preferiblemente el resto

de un dcido aleanoico que contiene de 3 a 12 dtomos de

¢arbono como &cido propidénico, butirico, pentilico, un-

" decflico o dodecilico,

El radical «(CHp)c~COoH representa preferible-
- 2 -
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mente el resto de un deido carboxilico alifdtico que
contiene de 2 a 5 Atomos de carbono como dcido acéti-
co, propiénico, butirico o pentilico.

Bl invento se refiere mds particularmente-a
la preparacidén de compuestos que responden & la formu-
la general I, tal como la deflnida anteriormente on la
cual X representa un grupo (’/ e Y repr:genta el gru-—
po —O—CO-(CHZ)a—Cozﬂ en poslclon‘i\o @ , oon la condi-
¢idfn de que Y no representa el grupo -0—00—(CH2)2-COOH
en posicibn & , asi como de los compuestos que respon-
den @ la férmula generel I, tal como le definida anterior

mente en la oual X representa un grupo (f e Y repre-
“H

~senta el grupo -O~CO—(06H4)—002H en posicidn K o p ’

ael como de los compuestos que responden a la férmula
general I, tal como la definida enteriormente en la gue
Y representa un dtomo de hidrégeno ¥y £ un grupo
{rfgnz)b-COZH & ;:5§H2)b—002H , asi como de los com-
puestos que regponden a la férmula general I tal como la
definide anteriormente en la cual Y representa un dtomo
de hidrégeno y X un grupo = NO-(CHy)o-GOH,

Entre los compuestos, obtenidos por el proce-
dimiento del invento, se pueden citar mds porticularmen

te log compuestos Jue responden a la férmula general T

cuyos nombres giguen;
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- 11@~hemisuccinoiloxi—17@—hidroxi-androst~4-en-3—ona

- 11{-hemitereitaloil oxi~17f~hidroxi-andros f=4—en~3-ona
~ 11f-hemitereftaloiloxi~17p-hidroxi-andros t~4-en~3-ona

- 17P—hidr0xi~%d-U»~carboxi)-decil—andros%:4—en~3—ona

- 17P—hidroxi-7p-0M—carboxi)-decil—androst—4-en—3-ona
_'7~carboximetoxiimino~17p—hidroxi—andr05t-4-en—3—ona

‘ Fl invento tiene por objeto igualmente la apli-

cacidén de los productos de férmula general I en la pre-
paracién de antigenos.

El invento se extiende principalmente a la
aplicacion de los compuestos de férmula general I ca~
racterizada porcue se transforma un compuesto de formu-
la general I en anhidrido mixto con la ayuda de un halg
Tormiato de alcohilo y particularmente con la ayuda de

cloroformiato de isobutilo y porgue se fija este anhidri-

‘do sobre la alblmina de suero de vaca.

Un ejemplo'de preparacidn de tal antigeno se da
mas adelente en la parte experimental. A partir de estos
antigenos, es posible preparar anticuerpos segun los mé-
todos clésicos y principalmente el método de ERTANGER J,
Biol. Chem. 228, 713. Los anticuerpos asi obtenidos son
especificos de la testosterona. Egta especificidad se
aplica seéﬁn los métodos cldsicos y principalmente el
método de la didlisis en el equilibrio. Esta especifici-
dad hace utilizables a los anticuverpos asi obtenidos como

-4 -



agentes de dosificacidn de la testosteroma y se sabe el
interés que 4zl dosificacidn presenta en terapéutica.
Bl invento se refiere principalmente a un pro-
cedimiento de preparscion de lo compuesto de formula o~
5 neral I en la cual X representa un grupo {rl e Y el gru-
po O-CO—-(CII2 )a~002H en posicidn of o ﬂ con lIaI condicidn
de yue Y no ropresente el grupo —O~CO~(CH2)2—OOOH en po-
sicidn °<, caracterizado porgue se haée reaccionar el

compuecsto de férmulu:

10
15 cuyo grupo hidroxilo estd en posicidn ol o (3 con un anhi
drido de férmula
0
]
/ ° \
20 A (CHz)a 0
.\\\\\.ﬁ////
0
para obtener el compuesto de férmula:
0
25 il
HOQC—(CHQ )8.-0-0 2, 0

2v7'75 -5 -
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cuyo grupo -O—CO»(CHz)a—COZH estd en posicidn ol o B
gue se somete a la accidn de wn agente de reduccidn
para obtener el compuesto descado.

El agente de hidrogenacidn utilizado es pre—
Teribleomente wn hidruro mixto, por c¢jemplo borohidruwro
de sodic o de litio.

Bn wn modo de realizacién preferido:

- ls reaccién de csterificacidén se realiza en el seno
de cloroformo ecn presencia de trietilamine o en piridi-

na en presgencia de dimetilaminopiridina,

- el agente de reduccidn utilizado es el borohidruro de

80610,

Los compuestos de partida utilizados para el

_procediniento del invento son conocidos, pueden prepa-~

rarse por ejemplo segun los métodos indicados enllas
patentes de EE.UU. 2.656.370 y 3.072.684.

El invento tiene igualmente por objeto un pro-
cedimiento de preparacion de los compuestos de férmule
general 1 en ls yue X representa un grupo (/ e Y re-

WH

presentz un grupo -O-CO-C6H4~002H en posicidn of o ﬁ s

caracterizado poryue se somete el compuesto de férmula :

OH

S——————



cuyo grupo hidroxilo estd en posicidn o o @ a la accidn
de un anhidrido p-carbalcoxibenzoico de la formula:

. ~
Alc1 'O“S-CsII4TS~0—9~'06H4—9-0—8.101

0 0 0 0
5 en la cual alcq representa un radical alcohilo que con-

tiene de 1 a 6 atomos de carbono, para obiener el com-

puesto 119 u 1P de la féruula:

1€ o, ~# 0
0]
que se somete a la accidén de un ortoformiato de alcohilo:
‘ ~
HC -— Oalco
_ Oalc2
representando a102 un radical alcohilo que contiene de
20 | 1 a 6 atomos de carbono, para obtener el compuesto 11
u 11 de férmula:
0:.-(‘3 —@-— COgalé,
0 0
25 / NS
2.7.75 aleg0
. -7 -
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se somete este compuesio a la accidn de un agente de
reduceiin pare obiener el compucsto 11 u 11@ de fér-

mnulas . T

0=?-<::>>~002alc1
0.,

OH

aley0’
gue se somete bien a la accidn de un agente de saponi-
ficacién y luego de un agente de hidrdélisis deida o
bien a la accidn de un agente de hidrélisis dcida y
lvego de wn agente de saponificacidn, para obtener el
compuesto deseado.

Coro anhidrido p-carbalcoxibenzoico se utili-

-za preferibvlemente el aenhidrido p-carboximetilbenzoico

0 el anhfdrido p-carboxietilbenzoico.

El ortoformiato de alcohllo uviilizado es pre-
feriblemente el ortoformiato de metilo, de evilo o de
n~propilo y se trobaja preferiblemente en el seno de
dioxano en prescnciz de deido p~toluensulfdnico,

El agente de reduceidn wtilizado es preferi-
blemente el borohidruro de sodio o de litic.

Bl agente de saponificacion utilizado es pre-
feriblemeﬁte una base alcalina como la sosa o la potasa,
el amiduro de sodio, el terbutilato de potasio o ¢l ace
tiluro de litio en etilendiamina y la reaccidn de sapo-

-8 -
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10 .

]

[l

' ’!(if
N

nificacidn se realiza preferiblemente ¢n el seno de un
aleohol inferior como el metanol o etanol.

‘Bl agente de hidrdlisis deida utilizado es
preferiblemente el dcido clorhidrico, sulfirico, acé-
tico, eitrico o para-toluensulfdnico y se trabaja en el

sono de uno o varios disolveantes tales como un alcohol

- como el metanol, etanol o isopropanol.

Los compuestos de partida utilizados para el

procedimiento del invento son conocidos; pueden prepa-

"Qf rarse por ejemplo segin los métodos indicados en las pa-

tentes de EE,UU. 2.656.370 y 3.072.684.
El invento tiene también por objeto un proce~

.| dimiento de preparacién de los compuestos de férmula ge-

) néral I en la cual ¥ represente un dtomo de hidrégeno y

o

|v!

S X un grupo *‘(CHz)b—CoaH 0 "(CH2)b~002H,,,caracterl-

'“ht! zado porque se hace veaccionar un compuesto de férmula

sl
"w

‘general: '

Ozcilo o

_en la cual acilo representa el resto acilo de un doido

orgénioo carbox{lico gue contiene de 1 a 18 dtomos de

carbono con un compuesto de férmulas
-9 «
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Hal-Mgn(CHz)b-CHZ—O-M
en la cual Hal representa un dtomo de haldgeno y OH wm
grupo hidroxilo blogueado en forma de éter, obteniéndo-

se asi la mezcla de isdmeros Tel ¥ 7(3 de formula:

Qacilo
0 (CH, ) b~CH,, 0K
y de férmulas
N Oacilo
(CHZ)b-CH2OM

se somete la mezola as{ obtenida a la aceidn de un

! agente deido de rupture de los éteres para obtener

. la mezcla de isémeros T y T( de férmulai,

¥

Oacilo

(CHZ)b—CHQOH

se somete ésta mezcla a la accidn de un agente de oxi-
dacidn para obtener la mezcle de isdmeros 7ol ¥ 7@ de

- 10 -
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Fférmulas

::J-Oacilo

0 (C1L,) b-CO, I

ge somete esto mezcla a la accidn de un agente de sapo-
i e o L "
nificacion para obtener la mezcla do 1goneros 74 ¥ [ﬁ

de férmulas

:::r— OH
/
0 (Cﬂz)b-COQH

: ’ o a2
y se separa segin los métodos usuales los isémeros TA y

‘7@‘. Acilo representa el resto acilo de un dcido alifdti-

co o cicloalifdtico saturado o insaturado y principalmen—
te el resto de wn doido alcanoico %al como &cido acético,
propidnico, butirico, {sobutirico o undecilico, de un &cim
do cicloaleohilcarboxilico o cicloalcohilsleanoico tal
como por ejemplo el dcido ciclopropilearboxilico, eiclo
pentilecarboxilico o ciclohexilecarboxilico, ciclopentilacé
tico o ciclohoxilacético o propidnico, del dcido benzoico
o un dcido fenilaleanoico tal como el dcido fenilacético o
fenilpropidnico, un aminodeido tal como el dcido dietilami

- 11 -
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noacédtico 0 aspartico o del dcido férmico.

Bl orgonomagnesiano utilizado es preferible-
mente un claruro 0 un bromuro. I representa preferdible-
mente vn radical bencilo o tetrahidropiranilo.

Bl agente 4cido es preferiblemente el dcido
clérhidrico, sulfirico, acético, citrico o p-toluensul
foénico y se trabaja en el seno de uno o varios disolven—
tes tales como un alcohol como el wmetanol, etanol o iso
propanol, una cetona como la acetona, wn hidrocarburo co-
mo el benceno o el twlueno.

El agente de oxidacidn utilizedo es preferible-
mente el anhidrido crdmico, el carbonato de plata, el
silicato de plata o el tetraacetato de plomo.

Bl agente de saponificacién es preferiblemen—
te wna base slealino como la sosa o la potasa, el amiduro
de sodio, el terbulilato de potasio el acetiluro de litio.
en etilendiamina.

Los dos isdmeros 70! y 7ﬁ Se separan por crome-
tografia. Los compuestos de partida utilizados pare ei
procedimiento descrito anteriormente son en generdal co-
nocidos, y pueden prepararse segin ¢l procedimiento in-
dicado por CH.MEYSTRE y Col. Experientia p. 408 (1946),

El invento ademds tiene por objeto un procedi-
miento de preparacidn de log compuestos de férmula genc-
ral I en la cual Y representa wun &tomo de hidrlgeno y I

- 12 -



un grupo = H-0-(CHy)e-CO M, caracterizado porgue se so-

2
mete un compuesto de Formuila:
\\_
Dacilo
5
I; al 0

en la cual I representa un grupo cetal y acilo el resto

acilo de un dcido orgdnico carboxilico que conticne de
10 1 & 18 dtomos de carbono y la accidén de un compuesto

de Térmula:

Hyl=0-( 0112) c~C0,1
5 vara obtener el compuesto de férmula:
i Oacilo
L R=0-(CH, ) e~C0, H

20 2 2

se somete éste a la accidn de wn agente de saponifica~

¢ién para obtener un compuesto de férmula:

OH

25
2.7.75 4 1i~0-(011y) o~CO, 1

- 13 -




que se somete a la accibn de un agente dcido para obte-
ner el compuesto deseado.,

‘ﬁu}epresenﬁa preferiblemente un grupo alcohilcee
12l efclico gue tiene de 2 a 4 atomos de carbono y prin-

cipalmente el etilencetal o el propilencetal o bien un

A1 ]

T dialeohilcetal por ejemplo dimetilcetal o dietilcetal.

o Rl compuesto de formula general H2N~O(CH2)0—COZH

ge utiliza preferiblemente cn forma de clorhidrato.
El agente dcido se c¢lige preferiblemente en cl

10 £rupo constituido por deido percldérico, dcido clorhidrico

~ o decido acéiico,
En un modo de realizacién preferido, el agente
doido es dcido perclérico y se trabaja en el senc de clo-
roformo. .

15 - Los compuestos de partida utilizados para el
‘procedimiento del invento son cn gencral conocidos; puc-
den prepararse segun el procedimiento indicado en la po-
tente'de EE.UU, 2.934;545.

A continuacién se dan ejemplos no limitativos

20  de realizacidn del invento.

Biemplo 1 : 11ol-hemisuccinoiloxi-17f-hidroxi-androgim~i-~

~en-3-ong
Se disuelven 1,266 g de 11d=hemisuccinoiloxi~
—androst~4—en~3,1i~diona prevarada segun el método de
25 Wataru y col. Chem. Pharm. Bull. 14 (2) 174 1966, en
2.7.75 - 14 -



10

20

25

2-7075

215 cm3 de metanol y se ailaden 0,234 g de borohidruro
de sodio. 8¢ agita durante 1 hora y 30 minutos a 02C
¥ luego se afiaden 2 omd de dcido acético. Se extrac con
cloruro de metileno, se lavan 1os extraclbos con agug,

se secan y se concentra hasto sequedad.

Se obtienen 1,396 g del producto ammfo gque
ge purifica por cromatografia sobre gel de silice elu-
yendo con el sistema: ciclohexsno-zcetalo de etilo-deido
acético (10-80-2). Se recozen 0,595 g de 11%~hemisuccinoil oxi
-17B~hidroxi-androst-4-en-3-~ona. P, de F. = 200-2102C.

Bijenplo 2 : 112-henisuccinoiloxi~17A-hidroxi~onaros tmrs-

~en-3-ona

Etapa A: 1if-hemisuccinoiloxi-androst-4~en-3,17-diona

" MR e em s e Gw e B EA M e @ e TP e S s Wb M e e e e e e e

Se mezelan 2 g Ae 11f-hidroxi-androst~4-en~3, 17~
fdiona, 6,4 g de onhidrido succinico, 2 g de 4~dimetileani
nopiridina y 10 cm3 de piridina. Se calienta duraente 23
horas a 1002C. Despubs de enfriamiento a temperatura am-
biente, se allade agua y se extrae con cloruro de metile-
no, Los extractos se lavan y se concentron a sequedad. Se
purifica el residuo por crometografia sobre gel de sili-
ce eluyendo Eon ¢l sistema ciclohexano-acetato de etilo-
-Acido acético (5-95~1). Se recogen 1,368 g de 11P—hemisqg
cinoiloxi~-androst-4-en—-3,17~diona,

Etapa B: 11?~hemisuccinoiloxi~17ﬂ~hidroxi—androst—4—cn—3-ona

M G Mm G em W N mm R e e SEm aR B AR b BB RS RS G e B MW ew R W WM e (e G ae

- 15 -
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Se disuclven 1,039 g del producto obtenido en
la Etapa A on 150 cmS de metenol y se afiaden 0,191 g de
borohidruro de sodio. Se agita dwrante 1 hora y 30 mi-
nutos a 09C, y lucgo se ailade agua y se extrae con clo-
ruro de metileno., Log extractos se lavan, se secan y se
concentran hasta sequedad. Se purifica e¢l residuo por
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con el gis-
tema ciclohexano-uceiato de etilo-dcido acético (5-95-1).
Se obtienen 0,4 g de 11p-hemisuccinoiloxi—17P-hidroxi-

~androst-4—en~3~-ona. P. de F. = 218¢cC.

Ejemplo 3: 11d-hemitoreftaloiloxi-170-hidroxi~androst-

w4 —pn=3-0na

Btap% A p—meLOxlcarbonll-ben&oato ae 1WX~hidroxi-androst-

- e - - . — e e am e W hs m e e e e WK G We e e o e e

Se mezclan 0,71 g de 11«~hidroxi—éﬁdroet—4—en~
~3,17~diona, 1,60 g de annidrido p-metoxicarbonil-benzoico
y 2,8 em3 de piridina, Se agita dwante 3 horas y 30 mi-
nutos & 1002C¢., Se ¢xtrae con cloruro de metileno, se loa-~
van 1los extractos ¥y se concentran hasta sequedad. B1 ro~
siduo se purifica por cromatografia sobre gel de silice
eluyendo con la mezcla ciclohexanc-acetato de etilo-deido
acético (60-40~2), obtienen 0,89 g de p-metoxicarbonile
~benzoato de 11d~hidroxi-androst-4-en-3,17-diona, P. de F,
= 1682C. y Tuego 1769Q[E£7%o =4 202 % 2,5 (c

roformo).

= 0,45+, ¢lo

- 16
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e e em em ww . e P s em fer e mw e wm wm wm e e sl mw g e e e

mond £°“t~4:02-§~9112

Sé mezclan 2,4 g del producto obtenido en la
elbapa A con 12 cm3 de diozxano, 3 cm3 de ortoformiato
de etilo y 0,096 g de decido p-toluensulfdnico. Se agi-
tagdurante 35 minutos a 282C bajo gas inerte. A conti-
nuacion se afiaden 0,6 om3 de trietilamina, y luego 8 mn3
de asua., Se¢ exbrae con cloruro de metileno, se lavan los
extractos y se concentra hastla sequedad. Se ohtienen 2,55
g de 11~(p-metoxicarbonil)~benzoiloxi~3~¢toxi~andros i~
-3,5~dieno-17~-ma, que se disuclven en 25,5 em3 de tetrah;
drofurano y 25,5'cm3 de metanol., Progresivamente se afia—
de & 02C una solucidn de 0,812 g de borohidruro de sodio
en 4,25 em> de agua. Se agita durante 45 minutos més a
02C y luego se afladen 350 cm3 de agva y se aisla por fil-
tracién el precipitado formado, Se obtienc 2,56 g de
11K~(p~mct0f1~c 2rbonil )-benzoiloxi-3-etoxi-androst-3,5-
~dieno~1 7ﬁhol que ge disuelven en 9,1 cm3 de etanol. Se
afinden 0,9 om3 de dcido clorhidrico W, se agita durante
30 minutos y luego se aliaden 50 cm3 de ague. Se separa
poxr flltra01on el precipitado formado. Se obtiene después
de recristalizaciin en una mezcla de cloruro de mebileno-
~éter de petrdlec (P. de Eb: 60-800C), 2,221 g de 119-(p~
metoxicarbonil)benzoiloxi—17p—hidroxi~androst-4—en—3—ona.
P, ge F. = 2212C,

| - 17 -
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Etapa C:_11M-heuitereftaleiloxi-173-hidroxi-androst-

B Tl vkt e e ae wm e e ewm Am ma ek W

- e e s B e e e

Se disuvelven 2,16 g del producto obtenido
en la etapa anterior en 216 en® de etanol. Se afiaden

3

gota a gota 6,5 cm” de sosa N. Se agita dvrante 3 ho-
ras a 409C., Después de enfriemiento a 02C, se afiade

una solucidn normal de deido clovhidrico hasta pH 2,

y lueso se aflade progresivahente durante aproximada-
mente 1 hora, 1,81 de agua. Se separa por filtracidn

el precipitade formado gue se purifica por cromatogra-
fia sobre gel de silice, eluyendo con la mezcla ciclo
hexeno~acetato de etilo-dcido acético (3»%—0,1). Se ob-
tienen 0,726 g de 11o-~hemitereftaloiloxi-178~hidroxi-
~androgt-d-en-3-onz P, de P, = 2782C con descomposicidn,
135720= L 2,52 + 20 (C = 0,6% etanol).

D
Ejemplo 4: 11A-hcuitereftaloiloxi-17f-hidroxi-andros -

wdmel1~3-0na

Se mezclan 63 g de 11f-hidroxi-androst~4-cn-
-3,17-diona, 126 g de anhidrido p-metoxicarbonil-benzoico,
70 em? de trietilamina y 6,3 g de p-dimetilaminopiridina
en 2 litros de cloruro de metileno, Se agita a réflujo du~-
rante cuatro dias, afladiéndese 3 g de p-dimetilaminopiri-
ding cgda 24 horas. Lo mezcla reaccionante se vierte luego

- 18 -
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en 3 litros de una solucidn acuosa saturada de bicarbo-
nato de sodio y se extrae con cloruro de metileno. Los
extractog se lavan con agua y luego se concentra hasta
sequedazd a presidn reducida. So cromatografia el residuo
sobre gel de silice eluyendo con la mezcls benceno-ace-
tato do etilo (8-2). Sc obtiencn 58 g de 11f=(p-metoxi
carbonil)-benzoiloxinandrost~4~en~3,17~diona.
Etapg B:_11f-hemiteroftalolloxi-17p-hidvoxi-androst-t-_
zen~3-ona

Se mezelan 2,28 g del compuesto oblenido en la
etapa anterior, 12 cm3 de dioxamo, 1,7 cm3 de ortoformisa~-
0 de etilo y 0,115 g de deido p-toluensulfodnico y la .
mezela se montiene a 189C durante 30 minutos bajo gas
inerte, Se afiaden 0,25 cm3 de trietilamina y lucgo se
affade arua de forma que se Obtenga una precipitacidn. Se
separa por filtracion el precipitado formado de 11ﬁ~(p~
~metoxicarbonil Ybenzoiloxi~3-etoxi-androst-3,5-dien—~17~ona.

El precipitado se pone en suspensidn en wna
mezcla de 20 cm3 de metanol y 10 em® de fetrahidrofurano.,
Se afiade 1 g de borohidruro de sodioc a la temperatura
de +59C, ge aglita durante 30 minutos y luego se afladen
10 cmd de sose N. Despuds de 2 horas a temperabura am—
biente, se acidifica hasta pH 5 por adicidén de una solu-
¢idn de dcido clorhidrico 2NM. Se separa por filtracidn
el precipitado formado de 11ﬁ~heﬁitereftaloiloxi-3~etoxim

=19 -




—~androst-3,5—~dien 17-0l. Este precipitado se pone en

3

suspensién en 15 cm> de etanol y 2 cm® de deido clor
hidrico 2%. ‘Se calicnta a aproximadamente 500C hasta

disolucidn. Estonces se ailade lentamente agua hasta

5 eristalizacidn y luego sc enfria a temperatura ambien—
- te. Se separa por filtracidn el precipitade formado y

se recristaliza en etanol, Se obtlienen 1,330 g de
11B-hemitereftal oiloxi-178-hidroxi~andros t~4-en~3-ona.

o P. de F. = 283¢C, [;_4_7%0 = 4 1872 L 3,52 (e = 0,55%,

LAse

10, cloroformo).

ca,

. Eiemplo 5: 17f-hidroxi-Th=(W=-cerboxi)~decil--androst—
{

e,

Yo . —hmon-3-ona y 17@-hidroxi-7f-W-carboxi)de-

cil-androst-4—en—3-ona

. Se mezclan 5 g de magnesio y 40 em’ e tetra
15', hidrofurano y se afiade progresivamente una solucion de
65 g de 11~tetrahidropiraniloxi-i~bromo-undecano en 200
cm3 de tetrahidrofurano, manteniendo la temperatura a
aproximadamente 452¢, Se afiaden a 300 cm3 de la solucién
de magnesiano obtenida, a ~20¢C, 0,6 g de cloruro cupro-
20 S0 y luego progresivemente wna solucidn de 30 g de 17P-
~acetoxi-androst-4,6-dicn~3-ona en 200 cm3 de tetrahidro
furano. Se deja mds viempo a -202C 30 minutos despuds
de terminar la adicidén y luego se afiade lentamente 300
cms de una solucidn de cloruro de amonio., La mezcla reac—
25 cionante se vierte en agua, sc extrae con acetato de etilo
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y ge evapora hasta sequedsd, Degpués de cromztografia
sobre siliceé eluyendo con la mezcla benceno-acetato de

etilo (9=1), se fraccipna en el orden: 11,5 g de

17 -acetoxi~7~(W-totrahidropiraniloxi)~undecil~andros t-

A%

~F-en—3-ona y luego 25 g de 17ﬁ§acetoxi~7~0ﬁ-tetrahidng
piraniloxi)~undecil-androgt—4—en~3~-ona, Se disuelven 11,5
g del primer producto en 60 em3 de etanol y 5,5 cm3 do
dcido clorhidrico M. Se deja en contacto dursnte 2 horas
y 30 minutos a temperatura ambiente, y luegoe durante 1
10 - hora a 45¢C. Ia mescla reaccionante se vierte en mn li-
tro de agua y ¢e extrae con cloruro de metileno. Los ex-
tractos se evaporan hasta sequedad. El residuo se purifi-
ca por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con la
mezcla benceno-acetato de etilo (70-30). Se obtienen 6,8
15 . g de 17ﬁ~acetoxi—7~(uhhidroxi)-undecil—androst~4~en~3—ona
(Rf 0,19). La segunde Traceién (compuesto /\d~eno) se tra-
ta de la misna forma y se obtiene el mismo producto.
Se disuelven 6,8 g del producto onterior en 150
em3 de acetona ¥y se aflade gota a gote, manteniendo la tem-
20 - peratura entre O 4 500, 9 cm3 de la mezcla de la coumpogi-
cibn siguiente:
= 0203 wenrerreeiiniinrisiesiiianeeses 270 g

s om3
H2604 LICRE N EE BN B B R R A R BRI B AN R I R B R B O 230 cm

_Hzo L B R B BE BN BN B SN BN B NN AN AL RE BN BN L B N B RE BN AN B R I 4 CoS- pm’a1li'bro

25 Después de terminar la adicidn, se agita durente
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1 hora a una temperatura comprendida entre 02 y 5C y
luego se aiiaden 5 cm3 de metenol. Se elimina por filtra~-
cidn la parte ingsoluble, se concentra el Ffiltrado a pro-
sion reducida a 30 cm3“y luego se diluye con agua ¥y se

extras con cloruro de metileno, Los extractos se concen-—

1

- e tran hasta sequedad y se obticnen 17f—acetoxi—7§—&ﬂhcqg
’ boxi)-decil-androst-4—en-3~ona. ElL producto se caracteri-
za por cromatografia sobre capa fina por Rf = 0,28 (sopor-
te gel de silice, eluyenic benceno-acetato de etilo~dcido
10 acético (70-30-2)). Se disuelven 5,8 g del producto asi
o obtenido de 60 cu> de metanol ¥ luego se afiaden 30 om-
R de sosa 2 N, Se agita durante 30 minutos a temperatura
" embiente y luego se alfiade dcido clorhidrico 2N hasta un
, pH dcido. La mezcla reaccionante se vierte en agua y se
iél :: e.ctrae con cloruro de metvileno. Los extractos se evaporan
hasta sequeda@. Se cromatografie el residuo sobre gel de
silice eluyendo con la mezcla benceno-acetato de etilo-dei
do acético (70-30-2). Asi se separa la 17F-hidroxi~%i~6u—ca£
boxi)deoil-andros t-b~en-3-ona. P, de F. = 1330, 135730 = 4
20- 47¢ y 2§ (¢ = 0,5 <, cloroformo), y la 17ﬁ-hidroxi~7ﬁ-
~(W-carboxi)decil-androst~4~en~3~ona. P. de F. = 98¢, .
ZE£7§O = 4 58,5¢ 4 4,5¢ (e = 0,5, cloroformo). ‘

Tiemplo 6: 7~carboximetoximino~178-hidroxi-androst-i-cn—

- J-0Na
25 Etapa A: Tzcarbozimefoxiiming-3, 3-etilendioxi-androst-5-.
~en-17P-01

2.7.75 - 22 -
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: ~en~17F~01 gque Be rocristalisza en etanol. P. de P, =

Se mezclen § g de 3, 3~etilendioxi-17f-acetoxim~
;androstw5—9n~7-ona, 250 cm3 de etanol, 5 g de clorhidra
to de O-carboximetil-hidroxilemina y 44 end do sosa Ii.
Se lleva a reflujo durante 4 horas. Se afioden 5 cm3 de
golucidn concentrada de sosa y se deja a reflujo de nuoc-
vo durante 30 minutos. Se enfria a temperatura ambiente
y lueso se afiaden 50 em3 de deido clorhidrico 2 y 400
cm3 de agua,., Se gepura por fil%racién el precipitado
formado y se recristaliza en una mezcla de 50 om3 de
acetato de etilo y 20 em3 de motanol. Se obtienen 2,24
¢ de T-carhoximetori~imino~3, 3~etilendioxi-androst~H~
2162¢,

Btgpa B:_7T-oarboximetoxiinino-174~hidroxi~androst~4-_
| =en-3~ona

Se megecla 1 g de 7~carboximetoxiiminb-3,3—
-etilendioxi-androst-5-en—17ﬁ~01, 10 cm3 de cloroformo
¥ 10 om® de wne solucién acuosa al 705 de dcido perelé-
rico, Se agita durante 2 minutos a 20-252C y luego la
megzela renceionante se vierte en 90 em3 de wna solueidn
acuosa saturada de bicarbonato de sodio. Bl cloroformo
se evapora bajo presidn reducida a 252C y luego se se-
para por filtracidn el precipitedo formado. Se obtienen
0,79 g de 7-carboximetoxi-imino~17 ~hidroxi-endrost~i-
-en-3-ona, P, de I, = 1622C.

- 23 -
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El espectro U.V., muestra que el producto se
-~
encuentra parcialmente en la forma endlica. (3-OH 03’5
aproximadamente 50%).

Aplicacidn : Conjusecidn de la 17B-hidroxi~7B={w=carboxi)-

~decil~androgt-4—en—3-ona con la BIA (gsuerozlbiming de

ganado vacuno) .

! El conjugado de la 17@—hidroxi~7ﬁ—0ﬂ—carboxi)~
~decil~androst-4~en~3~ona y la B3A se prepard por el mé-
todo clésico_que congiste en preparar en un primer tiem-

po el enhidrido mixto de férmula:

OH

~ ¢ s :
0~ (CHZ)10—g—O—g~O—CH2—CH—(CH

¥ luego en un segunde iiempo condensarlo con la BSA.

302

Se mezclan 473 mg de 17f-hidroxi~7p-(W-carbozi)-
~decil~androst-4-en~3~ona, 10 cm3 de dioxano y 0,246 cm3
de tri-n-butil-amina, Se afiagen 0,132 cm3 de clorocarhonato
de isobutilo y se agita duramte 20 minutos a +122C,

Se prepara una solucidn de BSA de la forma si-
guiente: se disuelven 1,38 g de BSA en 36 cm3 de agua
helada, se aﬁﬁden 35 em3 de dioxano. Se obtiene una sus—
pensidén blanquecina que se vuelven a disolver totalmente
por adicién de 1,38 cmd de solucién de sosa N. A esta so-

-2 -
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lucidn se afiade la solucidn de enhidrido mixbo preparade
anteriormente y se aglita durante 1 horsa a tenperatura '
comprendida entre 02 y & 4¢C. Entonces se afiaden 0,055 cm
de solucién de sosa F y se prosigue lo agitacion durante
3 horas a pH 9,2 a lalmisma temperatura. Lo mezcld reac—
cionante se somete a una didlisis haciendo pasar con ayus
da de wa nicrobomba 1% litros de agua en 64 horas & una
temperatura comprendida entre 4+ 2 y & 5¢C, A continuvacién
gse afinde dcido clorhidrico 2if hasta pH 4,5, la suspension
coloidal de antigeno obtcnide se lleva a -R20¢C durunte
4 horas. Se deja volver a la temperatura ambiente. Se
separa por decentacidn el prepipitado, se disuelven en
120 em® de una solucidn acuosa de bicarbonato de sodio
al 1%. Se aflade dcido clorhidrico 21 hasta uwn pH de 6,5
y se somete la solucidn a una didlisis como se ha hecho
anteriormente durante 20 horag a 0, 4 4¢(¢.. Bl producto
buscado se aisla por liofilizacidn. Se purifica de la fore
na siguiente: seo disuelve 1,3 g del producto obtenido en
100 om3 de aguz helada, se extrae tres veces con 20 cm3
de cloroformo helado paradiminar el dcido libre en ex—
ceso y luego la fase acuosa se sometbe a liofilizacidn. Se
obtienen 1,060 g de un polvo blando que s el conjugado
busecado,

Segin el espectro U.V. el producto contiene 18w
de dcido esteroide en peso (16,5 § de deido vmido y 1,5 &

-5 -



. = de dcido libre).
pro”

Segim las curvas de dieroismo circular el

ey e,

.+ ducto contiene 22,5 en peso de dcido esteroide.

. ‘55;;'"773;}'}=§'Microanélisis:
- NG s 13,2 - 13,3
Hy0 % : 5,6 después de secado a 809C

% de cenizas: 4,6
' Le presente solicitud, que corresponde & 12
.. 'presenteda en Prancia, el 4 de Julio de 1974, bvajo el
'*,: nt T4-23281, se amcoge a los beneficios del Articulq 51
' ﬁel vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
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- REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nuieva que ge
presenten para que sean objeto de esba solicitud de paten-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son log que se
Yecogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~ Procedimiento de preparacidn de nuevog hap-
tenos de :t‘drxmila general 1

X OH

(1)

en 1la cuel o bien Y representa un grupo -0-CO-R' ~COH en
posicidno(. é @ s R' representa un grupo —(CHz)a—, siendo

{

-a-un nUmero entero gue puede veriar de 1 a 18 o R' repre
senta un grupo p-fenileno y X representa un grupo <
M
o bien ¥ representa un &btomo de hidrdgenc ¥y X representa
‘¥a _sea un grupo < (Cﬁz)b‘cozH’ ya_sea un &rupo '
\\ .
H

.

-2




10

15

2

25

27-1~T7

! fdi'mula general I, en la cual X representa un grupo (H

QCHP:)b"CQQH’ siendo b un ndmero entero que puede va-
B

rier de 1 a 18, ya sea un grupo = IJ-O~(CH2)c—Co2H, ei endo
c un nimero entero que puede variar de 1 a 12, con la con-

dicidn de que cuando X representa un grupo{H, Y no repre-
“H

sente el grupo O-CO—(CH2)2C02H en posicién A | caracteriza-
do porque, para preparsr los haptenos que responden 2 la
\\‘H

e Y representa el grupo -O-CO-(06H4)-002H en pogicidn { o

@ , se somete el compuesto de férmula:

HO | OH

cuyo grupo hidroxilo esté en posicidn {0 g’ a la aceidn
de un arhidrido p-carbelcoxi-benzoico de férmula:




N
1
alcey=0mCeC H, wCuDmleC ﬁ ’-C-‘O-alc
R R .
0
5 M .
en la cual alcl representa un radical alcohilo que contie-
1ne de 1 & 6 &tomos de cerbono, para obtener el coumpuesto
11X 116 de férmula:
. 10 '
' Oz(l} —@—COzalc,l
OM\ | /O
©‘5> :
' 0 =~
15 . o
que se somese a la accidn de un ortoformiabo de alcohilos
2 Oal
- alc,
HC e O°102
™ ou
ale,
25
27-1-71 | 29~
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1representando alc

a 6 4bomos de carbono para obbener el compuesto 11A u 11@

2 un radical alcohilo que contiene de 1

de férmula:
OzC} ¢co alc

se somete este compuesto = la accidn de un agente de re-

o

al 02

auccidn para obtener el compuesto 11 u 110 de féruu-

la:
|

?
O——O

-’- co alo

OH

a1020

que se somebe ya sea a la gccidn de un agente de sgponifi-
cacidén, y luego de un agente de hidrdlisis 4cida, ya sea

a la accidn de un ogente de hidrdlisals Acida y luego de

»
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RMB.,

|un agente de ssponificacién, pera obtener el compuesto de-

geado. ‘
08,.. PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE NUEVOS HAP-

TENOS.
Tal y como se ha descritc en la Memoria que an-

tecede y pera los fines que se hen especificado.

Esta Memoria congta de treinta y una ho jas escri-

tas a méguina por una sola cara.

Madrid, 01.FEB.1977

POA.

Alberto de Elzaburu
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