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EL presente invento tiene por objeto la prepara-

cidén de nuevos haptenos esteroides de férmula I:

- HO

(1)
en la cual X representa un ftomo de oxigeno o el grupo

<’0H s+ Y representa un Atomo de hidrdégenc o el grupo OH
~H :

y bien R; representa un grupo -(CHz)a COH, siendo a un

nimero entero igual a 2n+ 3, siendo n igual a0, 1 6 2

Y Rz repressenta un grupo <f“ , 0 bien Ry representa un
. ‘H
dtomo de hidrégeno y il
.-(CH, )b COH
H

2 represénta un radical

y siendo b um nfimero entero que wvaria de

3 a 18 o bien R2 representa un grupo =NZ-(CH2)c COZH, re-
pPresentaido % un adtomo de oxfigens o un griupo ~NHCONH=,
siendo ¢ un ndmero entero que varia de 1 a 8,

El radical -(CH,)a CO,H representa preferible-

- mente el resto de Acido butirico, pentflico o hexilico.

Bl radical ~(CH, )l COH ropresenta preferible-

mente el resto de un Acido alcancico que comprende de 4
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~la cual R, representa un radical —(CH2)a co

a 12 é4towos de carbono como 4dcido butirico, isobutirico,
pentilico, undecilico o dodecilico,
2H representa prefexrible-

mente el resto de un 4cido carboxilico alifdtico. que con

E1l radical (CH,)e CO

tiene de 2 a 5 &tomos de carbono por ejemplo Acido acéti
co, propidnico, butirico, isobutirico o pentilico.

El invento se refiere mis particularmente a la
preparacifn de haptenos que responden a la férmula I ern
H, a conser-

2

representa el grupo

1

va su significado precedente y R

0.

2

Entre estos haptenos sé pugdeh citar particular
mente el Acido 3,17& ~dihidroxi~estra~1,3,5(10)-trieno-
;li.@-butirica y el Acido 3-hidroxi-l7-oxo-~estra-1,3,5(10)
~trieno-11 @ ~butirico,

El invento se refiere igualmente a la prepara;-
cidén de haptenos que responden a la férmula I en la cual

R, representa un dtomo de hidrégenc y R, un grupo
,"(CHZ)b'Cozﬂ, conservando b su significado precedente.
N

Entre estos haptenns, se pueden citar mias par-
ticularmentes _

~ el &cido 3,17 G ~dihidroxi-estra-1,3,5(10)~trieno~7 X~

butirico

« al fcido Jehidroxi-lT-oxo-ushra=1,3,5(10)«trieno=7 -~



butirico ‘

- el ficido 3,16 X-170 -trihidrqxi—estra—l,B,5(10)~trieno—
-7 =butirico

- el &cido 3,17 -dihidroxi-estra-1,3,5(10)~-trieno-7 &~

undecanoico,

Lt

El invento también se refiere a la preparacidn
de haptenus que responden a la férmula I en la cual Ry
representa un Atomo de hidrégeno y RZ un grupo =NZ-(CH2)c
COZH. _

10 Entre estos haptenos, se pueden citar mls espe-
cialmente: |
- la 7—carboximetoxiimino*estra-l,?,5(10)—trieno-3,l7@ -
diol
- la 7-carboximetoxiimino~-3-hidroxi~estra-1,3,5(10)-trie~
15 ‘ no-1l7-ona
- la 4’ =carboximetil~2’~semicarbazona de 3,1ﬁ'q;dihidro¥
xi~estra-1,3,5(10)~trieno~7-ona,
A El invento se refiere igu%lﬁente a la aﬁlicacién‘
de los haptenos de férmula I a la preparacién de antige- -
20 ﬁés; ‘
Bl dnvento ss extiends principalmente a la apli=-
< cacidn de haptenos de férmula I, caracterizado porqﬁe‘se.
transforma un hapteno de férmula I en anhidrido mixto con
ayuda de un haloforwmiato de alcohilo y particularmente con
25 ayuda de cloroformiato dg isobutilo ¥y porque se fija aste

anhidrido sobre alblmina de suero de vaca.

6.6.74 . -4 -
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Més adelante en la parte experimental se da un
ejemplo de preparacibn de tal antijeno. A partir de estos
antigenos es posible preparar anticuerpos segin los méto-

dos clisicos y principalmente el método de ERLANGER J.

Biol. Chem. 228, 7 13.

Los anticuerpos asi obtenidos son especificos
de los esteroides de trérmula I, en la cual R,, X, Y ¥ R,
son como se han definido anteriorirente; por ejemplo pue-
den ser especificos de la estrona, del estradiol o del
estriol. Esta especiticidad se pone de manifiesto segin
los mbtodos clésicos y principalmernte el método de didli-
sis en el equilibrio. Esta especificidad hace a los anti-
cuerpos asi obtenicos utilizables como agentes de wvalora-
cién de los productos de térmula I, y més particularmente
la estrona, el estradiol o el estriocl, y ya se sabe cuan-
to iﬁterés hay en poder valorar el indice de estriol eﬁ
la sangre y la orina de¢ la mujer embarazada, lo gue per~
mite descubrir eventualmente ciertas anomalfas del feto,.

Bl procedimiento de preparacidén de los compues-
tos de férmula I, en la cual R, representa un grupo «(Cﬂa)a

. u

CLOh v R2 wi grupoe <iu , se caracteriza porgue se¢ somete

un compuesto de fdrmula ITL:
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OL

(11)

en la cual X y K’ representan una funcién cetona bloquea-
da en forma de cetal y L re,.resenta a un radical acilo,
a la accifén de un agente de epoxidacién, y luego a la de

un agente de saponificacién, obteniéndose el compuesto

de férmula IIT:

=

(r11)

que se somete a la accidén de un halogenuro de alil-maghe-

si0, obteniéndose el compuesto de Térmula IV:



CH=CH 2

X’

5
que se somete a la accidén de un agente de descetalizacidn
v luego a la de un agente de ciclizacién, obteniéndose el
compuesto de fdérmula V:
10
CH=(
| CH2
CH, : oH
1
3 0
(v)
que se somete a la accidn de un agente de aromatizacidn,
obteniéndose el compuesto de férmula VI:
HC=CH
20 ) 5
OH
. VI
25 (vz)

6.0.74 -7 -



en el cual se blogquean las funciones hidroxilos en forma

de éster, obtenléndose el compuesto de férmula VII:

(viz)
10
en la cual L’ representa un radical acilo, se somete el
compuesto de férmula VII a una reaccién de ozonolisis,
obteniéndose el compuesto de férmula VIII:
HC=0
15 ' : .
. N OL 4
HZC
L0
20 : - (vizz)
.que se somete a la accidn de un dialcohilfosfono-aciiato
de alcohilo de férmulas
25

6.6.74 ' -8 -
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> P—cna-(cr{:cn)ncozn

R20

3

en la cual Rl’ R2 Y R3 idénticos o diferentes representan
un radical alcohilo que contiene de 1 a 8 &tomos de car-
bono y n conserva el mismo significado que anteriormente,

y luego a la de un agente de saponificacifn, obteniéndo-

se el compuesto de férmula IX:

(CH=CH )

’ n -1 CO2H

H,C OH

=
N

!

HO” .
' (1x)

que se somete A la accibén de un agente de hidrogenacidn,
obteniéndose un compueato de férmula I, en la cual R, we-
presenta un grupo (Cﬂz)a Cozﬂ, siendo a un nimero entero

igual a 2n + 3, X representa un grupo <”OH, Y un Atomo
A
‘U
de Qddxdgeno y R, un grupo </’H y fue se somete si se da-
e ~
“H

...)._
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sea a la accidn de un agente de oxidaciédn para obtener
el compuesto de férmula T en la cual Rl represeﬁta un
grupo -(CHZ)a COZH, siendo a un nimero entero igual &
2 n+ 3, representando X un Atomo de oxigeno, Y un &to-

un grupo </‘H .

\\H

mo de hidrégeno vy R2

Los sustituyente. K y K’ idénticos o diferentes
representan preferiblemente un grupo alcohilcetal ciclico
que tiene.de 2 a 4 Atomos de carbono y principalmente
etilencetal o propilencetal-o bien un dialéohilcetal por
ejemplo dimetil o dietilcetal. -

L representa preferiblemente el resto acilo de-
un Acido alifdtico o cicloalifético saturado o insatura-

do y principalmente =l resto de un &cido alcanocico tal,

como Acido acético, propidnico, butirico, isobutirico o

undecilico, un 4cido cicloamlcohilcarboxilico o cicloalco-

hialcancico tal como por ejemplo Acido cicloprdpil, cicle
pentil o ciclohexilcarboxilico, ciclopentil o ciclohexil-
acético o propidénico, Acido benzoico o un fcido fenilal-
canoico tal como &cido fenilacético o fenilprOpiéniCQ, un
aminoficido tal como el fcido dietilaminoacético o asplre~
tico o Acido férmico.

El agente de epoxidacidn utilizado es preferi-
blemente un perictido por ejemplo Acido peracético, perf-

télico o metacloroporbanzuica.

- 10 =
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El agente de saponificacidén utilizado es prefe~
riblemente una base alcalina como la sosa o la potasa, el
amiduro de sodio, terbutilato de potasio o acetiluro de
litio en etilendiamina, y la reaccidén de saponificacidn

se realiza preferiblemente en el seno de un alcohol infe-

rior como metanol o etanol,

El halogenuro de alilmagnesio es preferiblemen-
te cloruro o bromuro de alilmagnesio,

El agente deVdescetalizacién utilizado es pre=
feriblemente un agente 4Acido por ejemplo &cido c¢lorhidri-
co, sulftirico, acético, citrico o paratoluensulfénico.
Esta descetalizacidn puede efectuarse en el semno de uno
o varios disolventes tales como un alcohol como metanol,
etanol o isopropanol, una cetona como acetona, un hidro-
carburo, como begceno o toluzno.

| Ll égente de ciclizacéidn utilizado puede sert
un agente Acido o basico, preferiblemente es un agente
basico principalmente un alcoholate alcalino tal como me~
tilato de sodio, etilato de sodio, terbutilato de sodio
o de potasio.

El agente de aromatizacidn es preferiblemente
un halogenuro de acilo por ejemplo un halogenuro de ace-
tilo, preferiblemente bromuro de acetilo o bieu un anhi-
drido acético., La accidn de este agente de aromatizucidn
viene segulda de la de un agente de saponificacidn, sien-

do preferiblemante utilizado el agente de saponiflicacidn
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utilizado uno de los mencionados anteriormente.

El agente de esterificacibn utilizado es prefe-
riblemente un acido o un derivado funcional de Acido por
ejemplo.un halogenuro de &cido por ejemplo bromuro o clo-
ruro o bien un anhidrido de &acido.

Los valores preferidos de L” son los valores
preferidos de L.

El agente de oxonolisis es ozono y la tempera—
tara de ozonolisis estd comprendida entre -509C y =100%C.
El dialcohilfosfonoacilato de alcohilo utilizado de £6r-

mula:

0

\ II- -'-- )
/P - CH, - (cu-cn)~nc:02R3
R

2

Rl

es preferiblemente un compuesto en el cual Rl Y R2 son

idénticos y representan un radical alcohilo gque contiene

"de 1 a 6 Atomos de carbono.y en el cual RB representa un

radical aleohilo que contiene igualmente de 1 a 6 Atomos
de carbono. El agente de saponificacibn utilizado es pre-~
feriblemente una base alcalina comd sosa o pobasa, amidu-

0 de sodlo, terbutiiabto de potasio o acetllure da litie

- 12 -~
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en etilendiamina, El agente de hidrogenacidn utilizado
es preferiblemente hidrégéno en presencia de_un.cataliZa—
doxr por ejemplo paladio. Bl agente de oxidacidén utiliza-
do es preferiblemente anhidrido crdmico, carbonato de
5 plata, silicato de plata o tetraacetato de plomo.
En un modo de realizacidn preferido del proce-
dimiento de preparacidn del dinvento: |
- el agente.de epoxidacidn es Acido perftéalico.
- el halogenuro de alilmagnesio es bromuro de alilmagne-
10 sio
~. el agente de descetalizacidn es acido sulfdrico
- el agente de ciclisacidén es sosa -
- el agente de aromatiszacidén es anhidrido acético
~ el agente de saponificacién que se utiliza después del
15 agente de aromatizacidn es sosa
- el agente de esterificacibén es el cloruro de benzoilo
- @1 dialcohilfosfonvacilate de alcohilo es dietilfostfo-
noacetato de metilo
~el agente de hidrogunuciéu, hidrégeno en presencia de
=0 paladio |
-~ el agente de saponirlicacién, potasa
- el agente de oxidacidn, anhidrido crbémico
Los pruwductos de formula general II utilizados
al gomienzo del procedimiento del ifvento pueden praparar

25 se seyiin el wétodo ladicado en la pataente francesa 14975973,

.O,Th - 13 -



El invento se refiere igualmente a un procedi-
miento de preparacidén de haptenos que responden a la f£ér-

‘mula I en la cual R, representa un Atomo de hidrégeno v

R, un grupo /,(Cﬂz)b cgzﬂ’

5 H

conservando b el significado

precedente, caracterizado porgue se somete un compuesto

de férmula XII:

10 | oL

(x11)
15

en la cual L representa un radical‘acilo, a la accldén de

un compuesto de férmula

20 ' HalMg—(CHz)b CH,,0M

en la cual Hal representa un Atomo de cloro o bromo y OM
un grupo hidréxilo bloqueato en forma de éter, y luego

25 el products resultante ss somete a lp accidn ve un asene
E A

16.6.74 - 14 -



te 4cldo, vy luezo el producto resultante a la de un dci-
do de Fdérmula TOH en la cual D representa un radical aci-
lo o wn derivado tuncional de este 4cido, obteniéndose

el compuesto de formula XITL:

5
’
oD
10 - R
0 (CHp)b CH,LOD
(x1xT)
que se somete a la accidn de un agente de saponificacién,
obteniéndose el compuesto de férmula XIY:
15
OH
™.
s /'-.\ / ’/..”
=0 0T (cit, )b cu o1
{(x1v)
que'se somete a la accidn de un agente de oxidacidn, ob-
teniéndose el compuesto de fdrmula XV:
25

0.0.Th - 15 -
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0” " (CH_)bCO
CH2 o] 2H
(xv)

5

gue se somete a la accibn de un agente de deshidrogena-

cidn, obteniéndose el compuesto de férmula XVI:
10 0

/ ,/'l '
(o
HO (cH,)bco 1
(xv1)
15
v_es decir un hapteno que .responde a la férmula I en 1a

cual R, representa un Atomo de hidrdgeno, X un atomo de

oxigeno, Y un Atomo de hidrégeno y R, un grupo

.(CHz)b CoH

. y siendo b un nlmero entero que varia de 3

20 H

a 18, se somete dicho compuosto de térmula XVI, bien a

la accidn de un agente de reduccidn, y se obtiene el com=-

puesto de férmula XVII:
25

6.6.7h - 16 -
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/,OH

e fr,'
(CHz)bCOQH
(xvIx)

es decir un hapteno que responde a la f8rmula T en la cual

R, representa un Atomo de hidrdgeno, X un grupo <T’OH ,
) ‘H
' ,,(Cﬂz)b CoH
Y un é#omo de hidrégeno y R, un grupo (\\li

siendoc b un nlmero entero que varia de 3 a 18, o bien a
la acecidén de un alcohol de férmula TOH en la cual T repre-

senta un radical alcohilo o un derivado funcional de este

~alcohol, obteniéndose el compuesto de férmula XVIIX:

A
1O “
(CHz)b CO,T

(XvIIT)

que sS6 somete a la accidn de un dcido de férmula VOH en
la cual V representa un radical acilo o un derivado fun-

.cional de este Acido para esterificar las funciones hidro

- 1'7 Ll



xilo en la posicidn 3 y enélica en la posiciédn 17, obte=-

niéndose el compuesto de férmula XIX:

ov
+5
., :
Vo “ch T
‘ el )p €0,
(XIX)
10
que se somete a la mccibén de un agente de epoxidacidn,
obteniéndose el compuesto de fédrmula XX:
ov
15
~
e
VO "
CH_ )b CO_T
( 2) 2
(xx)
20
que se somebe a unae hidrdlisls; obtenidndose ¢l compuas-
to de férmula XXI: : -
25

6.6.7h ' - 18 -
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f,'
“(CH )b CO.T
2 2
(xxT)

que se somete a la accidén de un agente de reduccidn y lue

g0 a la de un agente de saponificacién obteniéndose el

compuesto de férmula XXII:

OH

~ OH

7o

lIO -,

(xx11).

es decir un hapteno que responde a la férmula I en la

cual Rl representa un 4tomo de hidrdgeno, X un grupo

</’0H » Y un grupo OH, y R, un grupo <<fC"2)b Co H

~

i H
siendo b un nilmerc entero que varia de 3 a 18,

I. conserva los mismos valores preferenciales

que se han indicado anteriormente., lal representa un &to=

no de cloro o bromo. M representa preferiblemente un ra-

dical bencilo o tecranldropiranilo.

.-.l()_.
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El agente Acido utilizado es preferiblemente
dcido clorhidrico, suifirico, citrico, acético ¢ parato-
luensulfénico, el agente de esterificacidn utilizado-eS
preferiblemente un acido o un defivado funcional de un
4cido SOH, pudiendo tomar D uno cualquiera de los valores
&ados para L anteriormente. ELl agente de saponificacién
es preferiblemente uno cualquiera de los agentes de sapo-
hificaciéq anteriormente mencionados, y principalmente
una base alcalina como sosa o potasa, amiduro de sodio,

terbutilato de potasio o acetiluro de litio en etilendia-

‘mina y la reaccidén de saponificacidén se realiza en un

alcohol inferior como metanol o e?anol.' Bl agentg de oxi
dacién utilizado es uno cuaiquiera de los agentes de oxi-~
dacién mencionados anteriormente y principalmeﬁje anhidri
co crémico. La deshidrogenacidn se hace prefexriblemente

por via biogquimica y principalmente por utilizacidn de

.la bacteria "Arthrobacter Simplex® U, Co 1 0&7.‘ BL

agente de reducciéh es preferiblemente hidrégéno.en pre~
sencia de un catalizador como paladio. El agente de este~'
rificacidn del compuesto de férmula XVI es preferiblemén#
te Qn alcohol TOH: representando T un radicai alcohilo
que contiene de 1 a & Atomos de carbono. Ll agente de es=
terificacién capaz de esterificar la funcidn hidroxilo

en la posicién 3 y la FTorma endlica de la funcidén cetona

en la posicién 17 es preferiblemente un anhidrido de &dci-




do, por ejemplo anhidrido acético o bien un derivado de

férmula:

5 . : ORh

HBC—C=CH2

10 representando R) un radical acilo. que contiene de 1 a 8
4tomos de carbono y preferiblemente de 1 a 4 Atomos de
carbono. E1 agente de epoxidaclén utilizado es preferi-
blemente un perécido como adcido pérclérico o perftdlico
e incluso hidroperdxido ue hexafluoroacetona., La hidrdli-~

15 sis se realiza en medio Acido principalmente en medio sul

flrico o acético. EL agente de reduccidn es pfeferiblemgg

-te un hidruro mixto por ejemplo borohidruro de sodio o de

litio. El agente de saponificacidn utilizado es uno cual=

quiera de los agentes de saponificacidén antes mencionados.

En un modo de raalizacibn preferido del proce=-
dimiento del invento:
~ I, representa un radical acetilo
- Hal representa un Adtomo de cloxo

- M representa un radical tetrahidropiranilo

6.6.74 - 21 -
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-~ el agente &cido es écido'clorhidrico

~ el agente de esterificacidn, anhidrido acético

~ el agente de saponificacidn, potasa en medio metandlico

- el agenée de reduccidén, borohidruro de sodio

- el agente de esterificacién de la funcidn Acida es pre-
feriblemente alcohol etilico

—~ gl agente de esterificacién de la funéién hidroxilo en

posicidén 3 y de la forma endlica de la cetona en posicidn

17 es acetato de isopropenilo

~ el agunte de epoxidacidn es hidroperdxido de hexafluo-
roacetona

- la hidrdlisis se .realiza en medio~sulfﬁrico

; el agente de hidrogenacidn es borohidruro de sodio

~ el agente de saponificacién, potaga en medio'meténélicd.

Los compuestos de partida que respondéﬁ a la
férmula XII puedan prepararse seglin el metodo indicado>
en la patente francesa 1180907

El dinvento se refiers igualmente a un procedi-~

Vmiento de preparacidn de haptenos que responden a la fér-

mula I ¢a la cual R reprosents un Atomo de hldrégeno y

R, un grupo =NZ~(CH2)C CO,H, conservan de Z y c¢ su signi-

ficado precedente, caracterizado porque se somete un com-

puesto de férmula XXTILI:

B



(XxTIT)

3
a la accibn de un compuesto de férmula:
HzNz—(Cﬂz)c COH
i0
en la cual Z y c conservan el mismo significado que an-
 teriormente obteniéndose un compuesto de férmula XXIV:
15
OH
110 )
Né(CHa)c co H
20
(xx1Vv)
es decir un hapteno que responde a la férmula I en la
cual Rl representa un Atomo de hidrégeno, X un grupo
OH
25 - ( , Y un Adtomo de hidrdgeno y R? un grupo ::NZ-'(CHz)c
= “H i

0021“1. Y representa un dbtowe de oxigeno o uu grupo NHCONH

b.0.7h. o - 23 -
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vy siendo ¢ un nimero entero que varia de 1 a 8, que se
somete eventualmente a la accidn de un agente de oxida—

cién y se obtiene el compuesto de fdrmula XXV:

HO o~ NZ{CH )e CO H
2 2
(xxv)

es decir un hapteno que responde a la férmula I en la

cual Rl'representa un dtomo de hidrégeno, X un &tomo de

oxigeno, Y un &tomo de hidrégemo y R, un grupo =NZ—(CH2)c

2H, representando Z un 4tomo de oxigeno o un grupo
~NHCONH~ y siendo c un ndmero entero que varia de 1L a 8,
En un modo de realizacidn preferido el compues-

ta de férmules

{, NZ~(CF v
H N (cuz)c cUH

se utiliza en forma de su clorhidrato y el agente de oxi=-
dacibén utilizado es uno cualquiera de. los agentes de oxi-~
dacidén utilizados anteriormente y preferiblemsnte anhidri

do c¢crémico.
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Bl 7-ceto~estradiol utilizado al comienzo del

procedimiento del invento puede prepararss seginh el méto-

do indicado en la patente de Estados Unidos 2418603.
Los ejemplos siguientes ilustran el invento

sin limitarlo sin embargo.

Preparacién del fcido 3,17 g-dihidroxi-estra~1,3,5(10)~

trieno~1l 3 ~butirico:

Etapa T: bis-3,3,5,5-etilendioxi~9 «,11 X ~epoxi-k,5~seco-
zestra-17 @ -ol: ' :

Etapa A: Se introducen 21,9 g de benzoato de bis-3,3,5,5~
;etilendioxi-h;5—sgco—estra-9(ll)—en~l7@.—ol {(preparado
como se indica en la patente franceéa 1Thy7 593) en 220
cnp de tetrahidrofuranc, 8e afiadlieron con agitadién 9 a
202C, 22 g de Acido monoperftélico. Se dejé reposar la
mezcla reaccionante durante dieciseis horas aproximadamen
te y luego se vertid en una solucidu saturada de bicarbo-
nato. Se filtxd con suceidén y lavd el precipitado obteni-
do. Asi su.obtuvieron 22,2 g de un products que fundia n
1602C que se utilizd tal cual en la etapa siguiente.
Etapa B: Se introdujeron 31,98 g del producto obtenido
preparado en la etapa anterior en 130 cm3 de alcgonol me-
tilico. Se ahadid a la suspensidn obtenida 130 o de po~

tasa metandlica 1,7k W, Se calentd a reflujo durante una

hora, se eunfyrid, diluyd con agua y extrajo con cloruro de
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Etapa Il: Bi§~§¢3i545—etilendioai~llG

mefileno. 3e secd y concentrd la fase orsgénica. Se obtu-
vieron asi 23,0 g de rosina que se recrisvalizd en &ter:
isopropilico, Se obtuviecron entonces 22,3 g de bis-3,3,
5,5~etilendioxi-9 ol ~11 { -epoxi~U,5-seco-estra-17 g -0l

que fundia a 1A4&°C,

_________ ~alil-k,5-seco~es-.

tra=9 X,17.8 =diol:

Se -introdujeron con agitacidén y entrada de ni-
trégeno 32,4 g de bis-3,3,5,5~etilendioxi-9 &(,11 ~epoxi=
-h,j-seco—estra~l?(§~ol en 1105 cm3 de una solucidn de
bromuro de alilmagnesio (1,65 M en tetrahidrofurano. Se ca
lentdé la solucibdn a 609¢C durante cuatro horas treinta mi-~
nutos. Se dejd entriar y se abandond una noche a tempera-
tura ambiente bajo nitrogéno. Se enfrid a 0°C y se afiadie

3.ciez-me:’t:an'ol y 100 cm3

3

ron lentamente 45 cm de &ter, A& cég

tinuacién se afiadieron 5 cm’ de agua. y se vertid la mez~
cla reacclonante en 1,000 cm3 de una solucidén saturada de
cloruro de amopio. Se decantd y extrajo con &ter, Se secd
y destild hasta sequedad bajo presidn reducida. Se obtu-
vieron 45 g de un producto cristalizado que se volvid pas
toso en una mezcla de éSter y bencina B.(P. de Eb. 60-689c),
Se filtxdé con su;cién ¥y lavd el producto obtenido con ben
cina B. Se obtuvieron 34 g de bis‘3,3,5,5~etilendioxi-1l@“

~alil~h,5~sec0*eatru~9(M,l?(}—diol que Fundia a L4000,



Ltapa IIX: _}_l_Q; :a_;_i_l_-—_lj_@ -~hidroxi-estra-~h, 9~dienc-3~ona:

Etapa A: Hidrdlisis:
Se introdujeron con agitacidén 34 g de bis-3,3,
5,5-etilendioxi-11( alil-u,5—scco-estfa—9cz,l7(§~diol en
.5 una mezcla de 340 cm3 de acetona y 68 cm3 de Acido sulfa-
rico N, Se maﬁtuvo bajo agitacidn durante cuatro horas a
la temperatura ambiente. Se afiadid entonces medio litro
de agua y se exirajo con clorure de metileno. 8e obtuvie~
ron 38 g de un producto que se utilizd tal cual en la eta
10 - -pa siguiente.
Btapa B: Ciclizaciln:
Se introdujeron con égitécién y burbujeo de ni-

trégeno los 38 g del producto preparado en la etapa ante-~

-

(oS

rior en 760 cm’ de metanol anhidro. Se enfrid la solucién

15 bajo burbujeo de nitrégenc y se ailadieron 835 g de potasa
a una temperatura inferiorVa 20eC. A continuacién se de-
j6 la mezcla reaccionante bajo burbujeo de nitrdgeno a la
temperatﬁra ambiente durante cuatro horas. Se alarieron
100 cm3 de Acido acético. Se diluyd con agua, se qktrajo

20 con cloruro de metileno y se obtuvieron 25 g de producto
que se cromatografidé y se obtuvo la 1143 *alil~17@ ~hidrao~
xi-estra~4,9-dieno~3-ona.

Espectro U.V. etanol:

g

Mox., 215 nm B P 171
ax. < YR em

6.6.7h - 27 -
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~dieno~3~ona en 1x25 cw

/
1 %

Max. 238 mm El e

157

1 %

.’ o - l %}
Inflexidén 248 mm El om 148

19

5 " Lyl £ 1 00
Max. 305 nn Ll om 9 &t 153

— o pas ot bt e

1. Aromatizacidén: Se introdujeron con agitacibén y burbu-

jeo de nitrdgeno 25 g de lJ\é—alil~17’@-hidroxi-estra*h,g—
3 de anhidrido acético. Se calentd
la solucidn a 1009C durante dos ﬁoras. A continuacidn se
enfrid la'salucién y se afiadieron gota a gota a una fem-
peratura inferior a 102, 62,5 ca® de bromuro de aceti-
lo. Se dejé reaccionar durante dos horas a 20%C y se ver-
tié sobre hielo. Se extrajo con cloruro.de métilend y sé.r
lavé con agua, Se secd y destild hasta sequed;d. S;-bbtu—
vieron 36 g de un producto que se cromatografil sobre si».
lice y se abtuvo 27 g de resina que se utilizd tal cual

en la etapa siguiente.

2. Saponificacidn: Se disolvieronn a 252 ¥y bajo burbujeo

de hitrégeno los 27 g de regina obtenidos en la atapa an~- -
terior en 540 e de metanol., Se aﬁadierdn 27 cn? de le-
jia de sosa. Se déjé reaccionar la mezcla durante cuatro
horas a la temperatura ambiente, se afiadieron 16 ;np de

dcido acético ¥y 2,5 litros de agua. Se filtr§ con suceidn

.

- 28 -
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vy lavd el precipitado obtenido. Se secd obteniendose 19,65
g de un producto que fundia a 195¢C. Después de volver
pastoso a reflujo con dicloroetanw, se obtuvo la 1l =-alil-

-estra-1,3,5(10)~trieno~-3,17. -diol, que funde a 2009C.

Etepa V: 3,17-dibenzoato de 11§ ~alil-estra-1,3,5(10)=trie
no-3-17 -diol:
Se introdujeron con agitacién 9,286 g de 11 ¢ -

alil-estra-1,3,5(10)-trieno-3,17 ¢ -dicl, en 93 cm

de pi-
ridina anhidra. Se afiadieron 9,3 cm3 de cloruro de. benzoi-
lo. Se dejd en agltacidn durante cﬁatro hpras a‘temperabuA
ra ambiente y sg abhadid agua hasta ?btener un volumen to-
tal de dilucién de 250 cm3. Se filtré con succibn, lavé

con agua y secaron los cristales obtenidos,., Se obtuvieron

12,6 g de 3,17-dibenzoato de 11.@—alil—éstra-l,S,S(lo)é

~trieno=~3,17 @—diol, que fundia a 1y8¢eC.

Btapa VI: 3,1l7-~dibenzoato

de 110 ~/2-oxoetil7estra-1,3,
5(10)-%rienc=3,17 ~diol:

Se introdujeron con agitacidn y corriente de
nitrdgenc 12,3 g de 3,17-dibenzoate de ll(é—ulil~estru~
~1,3,5(10)-trigno-3,17@,~diol en 370 cn de cloruro de
metilo. Se enfrid lu solucibn obbtenida a -652C haciendo
burbujear oxigeity osonizado en la proporcidn de 0,2 a 0,3

L/minuto durante una hora y treinta minutos. Se aiiadisron

entonces 25 g de zinc en polvo y 50 i’ de fAcido acético,

- DY -
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Se dejé volver la mezcla reaccionante a la temperatura
ambiente y se agitd ademis durante treinta minutos. Se
filerd el zinc, se lavd el filtrado, se secd ¥y destild
hasta sequedad. Se obtuvieron 12,89 g de resina que se
cromatografid sobre silice obteniéndose 11,15 g de 3;17
~dibenzoato de ll{é~[§’~ogoeti£7estra—l,3,5(10)—trieno*

-3,17 ¢ ~diol que fundia a 148¢c.

Etapa VII: Aciddo 2,&745:niq£o§i:e§§£4:Li§,g(;Olﬁjqiego-
211 ¢ -erotbnicy: |
Se introdujeron con agitacién y bajo corrien-

te de nitrégeno 1,2 g de dispersién de hidruro de sodio

en aceite al 50 por ciento, en 20 cm:3 de tetrahidrofura-

no anhidro, Se enfrid la suspensién @ 152C y se aiiadieron

3

gota a gota sin sobrepasar 202C, 5 cm” de dietilfosfonoa~-

cetato de metilo. Se dejé reaccionar una media hora y se
afiadieron gota a gota 1,305 g de 3,17~dibenzoato de li@ -
Zé'~oxoeti;7estra—l,3,5(10)—trieno—3,17(é—diol; en solu-
3

cién en 20 ca® de tetrahidrofurano. Se mantuvo bajo agi-
tacidn durante cuarenta minutos a températura amblente,
se afiadibé agua y se extrajo con acetato de eti}b. Sé lavd
la fase orgfnica con agua, se secd y destild bajo vacié.
Se obtuvieron 2,23 g de resina. A los 2,23 g de resina

3

se les afiadid 20 cm3 de sosa N, ¥y 10 cm’ ds etanol., Se

-calentd a reflujo durante una hora y treinta minutos, 8e

- 30 -
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B e d et mnmaesas de—

enfrié la mezcla reaccionante y se sxtrajo con clorofor-
mo ? luego con acetato de etilo. Se lavaron y secaron las
fases orgénicas. Se empastaron con &ter, se filtré con
suceidn y se lavaron los cristalcos obtenidos. Se obtuvie-
ron B30 mg de Acido 3,17¢ ~dihidroxi-estra-1,3,5(10)~trie-

no—llQ ~croténico, que fundia a 272°C.

Etapa VIII: Acide 3,17 § zdihidroxi-estra=1,3,5(10)~trieno-
=11l G~butirico:

o " o

1. Hidrogenacidn: Se introdujeron 726 mg de Acido 3,17@~

~dihidroxi-estra-1,3,5(10)~trieno-11 ¢ ~croténico en una

3

solucién que contenia 30 cm”’ de alcohol metflico y 2 o’
de cloruformo. Se aifladieron 150 mg de negro de humo con
10% de paladio y se agitd bajo hidrégeno hasta saturacién.
Se filtra el cataiizador y se evapora el filtrado. Se re-

cogiexon 750 mg de resina.

2. Saponificacién: Se disolvieron los 750 mg de resina

obtenidaranteriormente en una mezcla de 7,5 cm3 de alco-~-
hol metllico y 0,75 cup de Llejfa de potasa. Se calentd a
reflujo lé solucidn reaccionante, se acidificd, diluyé
con agua. y se extrajo con acetato de etilo, Se lavd con
agua, secd y destild hasta sequedad bajo vacio. Se obtu-
vieron 674 mg de uﬁ producto cristalizado que se recris-
talizé obteniéndose 604 mg de Acide 3,17’@ ~dihidroxi~gs=-

[y

tra—l,B,S(lO)—trieno-llQ.—butirico que fundia a 262¢C.

- 31 -
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Ejemnlo 23

Acido 3~hidroxi-l17~oxo-estra-1,3,5(10)-trieno-11 & ~buti-

rico:

Se introdujeron 2,1 g de &cido 3,17(§»dihidro-
xi-extra*l,B,5(10)—trieno»ll@»—Butirico en 100 cm3 de-
acetona. La suspensidn asi obtenida se llevd hasta 02C
Yy se ahadieron 25 cm3 de solucidn 8N de anhidrido crémi-
co en &cido sulfrico diluido. Se afiadieron 400 e’ de
agua a% cabd de treinta minutos. Se filtrd con succién

Y el producto cristalizado obtenido se lavé con agua.

Se obtuvieron asi 1,386 g de un producto que fundia a

-~

.24090, se extrijeron las aguas madres con acetato de eti-

lo vy se obtuv1eron 0,580 g de un producto que fundia a-

240e¢. Las dos cosechas asi obtenidas se recrlstalizaron

en 1sopropanol. Se obtuv1eron asi 770 g de &4cido B—hldro— T

X1~17-oxo~estra-1 3, 5(10) trieno—llQ -butlrlco que fundla

a 25600.
Ejemgio 3

Acido 3-hidroxi~l7-oxo*estrawltﬁLj(lO)-trieno~7ﬁ(—butirij

Co

—

Etapa I: Diacgtato de 7. ~(4’~hidroxibutil) Z17 6 ~hidroxi-

S e e ons e

R S S aadipbo.
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Se introdujeron 575 cm3 de una solucién 0,62 M
de magnesio del éter tetrabidropiranilico de 4-clorobuta-
nol, en tetrahidrofurano. Esta solucién se enfrid bajo
nitrégeuo a ~3uel vy se atiadteron 2,6.g de cloxruro cupro-
S0. Se'agité durante veinte minutos y después se afiadiéd
en una hora y diez minutos una solucidn de 95 g de aceta-
3

to de 6~deshidro-19-nor~testos terona en 300 cm’ de tetra-

hidrofurano. Se mantuvo luego la solucidn durante una ho=-

3 3

ra a 3090~y'se'aﬁadieron 40 em” de Acido acético v 300 cm
de agua. Se extrajo con éter, se lavd la fase orgénica
con agua, se secd y evapord hasta sequedad bajo presidn
reducida, Se obtuvieron asi 174 g dﬁ un aceite al que se
adicionaron 350 cm3 de metanol y 88 cm3 de Acido clorhi-
drico N/2, Se calenté dos horas a reflujo. Se enfrié, di-
luyé ¢on agua, extrajo con cloruro de metileno, lavé, se-~
¢ y destild. Se recogieron 122 g de resina gue. se croma-
tografid ébteniéndose un producto que se sometié durante
una noche a temperatura ambiente a la accidn de 2 volime-
nes de anhidrido acético y 2 volfimenes de piridina. La
mezcla reaccionante se concenfré basta sequedad y se ob-
tuvo asi el diacetato de T —-[_E'~hiclroxi‘bl.1't_:l.l_,7-l7 @ ~hidro
xi~estra~f~-en~3-ona que fundia a 113°C.

Ltapa TI: lqgﬁzﬂijgigpgxiugpisz;74}:hidgogi:qgtgq:&:ng:
=3-oma:

Se introdujeron 5 g del produqto preparado en
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la etapa anterior en 10 cm3 de metanol. Se afadieron a
la solucibén precedsnte bajo burbujeo de nitrdgeno 12 cmB
de potasa metandlica 2N. Se neutralizd con acido acético
al cabo de una media hora, se diluyd y extrajo con cloru~-
ro de metileno. Se obtuvieron asi 4,3 g de 704-[E'~hidro;
xibutil7;l7(§-hidroxi-estra—h—eﬂ—B—ona que se utiliza tal
cual en la etapa siguiente.
Etapa IIT: Acido 3,17-dioxo-estra-i-eno-7 X-butirico:

ée disolvié el producto obtenido en la etapa.

3

anterior en 250 cm” de acetona. Se agitd a 02€., Se afia~-
dieron 10 cm® de solucibn 8N de anhfidrido crémico en Aci-~
do sulflrico diluido, Se prosiguié.la agitacibn después
durante una media hora, se afiadid metanol y agua, Se eli~
miné la acetona por destilacibén bajo vacio. Se congelf,
Piltrd con:succién, lavé con agua y secé. Se'ogﬁuvierdn
asi 3,9 g de Acido 3,17~dioxo-estra-h—eno-7é(-butiricﬁ .
que fundia a 250¢C, después de fecristalizacién en- etanol
de 95¢, » |

Etapa TV: Acido 3-hidroxi-17-oxo-estra-1,3,5({10)-trieno-~
=7TX butirico .

Se introdujeron bajo agitacibén y entrada de ai-

Te 3 g de hiflosurpercel en L-500'0m3 de una solucibn tam

pén a pH = 7, obtenida neutralizando a pH = 7 con sosa N,
una solucidn de 1Y g de tosfato monopotidsico en 1,450 e
de ag&a~destilada y completando hasta un volumen de 2,800

ca’ con agua destilada. A continuacidn se sfiadieron 3 g
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de acice 5,17-cioxo-estra-b-en-7T{ ~Lutirico, y luego 30
mg de menadiona vy 30 g de polvo acetdnico 4e Arthirobacter
Yy 35 cm3 de metwuntol, La suaupensidn se wantuvo a 342C du-
rante cicento doce horas ahadiendo al cabo de sesenta y

3

cinco horas 1% g de polve acetdénico v 15 cm” de metanol

Yy al cabo de ochenta y seis horas, 15 g de polvo acetbni-
co. Al cabo de ciento doce horas =< llevdé la solucidén has
ta pH = 14, por adlcidn de sosa concentrada, se afiadieron
500 cm:3 de acetato de etilo y se filtrd. Se acidificé el.
filtrado con 4cido clorhidrico concentrado, se saturd con
sulfato de awonio. Se decantd y volvid a extraer con ace~
tato de étilo, los extracfus se la:aron, secaron y lleva-
ron hasta sequedad. La fraeccidén insvluble se lav6é con me-—
tanol y agua, Se llevd el tilirado hasta pH = 1 por adi-
cibn de 4cido clorhidrico concentrado y se evaporS hasta
sequedad. Los dos extractos secos se purificaron por cro-
matogralfa. Se obtuvieron asi 1,92 g de Acido 3-hidroxi-
l7woxo~eshra~1,3,5(10)~trienu~7c{—butirico que fundia a
2002C, despuds de recristalizacidn en Acido acético acuoso.

Espectreo T.R, clorslormo

C =0 17 cetena 1733 et
ééidqv 1710 cm~l

17Lo cui“l
-1

OH libre

Aromético 1613 cm
158y cm~L

1wy cw i
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Ejemplo h:

Acido 3,17 @ -dirigroxi-estra-1,3,5110)-trieno-7 & ~butiri-

co

S. introdujeron Y00 mg de acido 3—hidrdxi~;7-
~oxo—éstra—l,3,5(10)—trieno»7<X~butirico en 6 cn’ de so-
sa 0,5N vy 1 cm3 de metanol. Se enfrid baj§ egitacidn y
burbujeo de nitrdgeno, anhadiéndose 100 mg de borohidruroc
de sodio. Al cabo de una liora se afiadieron de nuevo 100
ng de borohidruro de sodio. Se mantuvé luege la agitacién
durante 30 minutos y se ajiadieron 4 cm3 de Acido clorhi-
drico 2N. Se diluyd, extrajo y lavé. Se secé y'llevé has-
ta sequedad bajo presidn reducida. Se_purificé el residuo
pof cromatografia. Se recogieron 816 mg de &cido 3,17@-
qihidroxi—estra—l,j,5(10)—trieﬁo—%c<-butirico en forma N

dé un, producto amorfo.

Espectro I.R.,

C =0 1706 cm T
Aromitico 1610 cm -
1584 cm—l
1503 Cm~l

Ejemplo 5

Acido 3*160(,17i%-trihidroxi—estra~lL3.5(10)~trieno-70{~

buti{rico:

- 36 -
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Se introdujeron 100 mg de Adcido 3~hidroxi-17-

3

oxo~estra-1,3,5(20)~trieno~7 ¥ -butirico en 3 em” de eta-
- nol, Se hizo burbujear Acido clorhidrico gaseoso hasta
saturacidn y se llevé a rerlujo durante una hora. Se des-—
tilé hasta sequedad bajo presién reducida y recogid con
acetato de etilo.'Sevlavé, secd v llevd hasta sequedad.
Se cromatog&afio la resina obténida produciéndose asi Bl
10 mg del éster etilico del Acido ﬁ-niuroxi—l?-oxo-estra»
1,3,5(10)-trieno-7& ~butirico, en rorma de un producto
_amoffo.

Ltapa IT: Bster etilico del Acido 3,17-diacetoxi-estra-

T Taly e TLSTTAL VAl AL WSS am 10 el

15 | , Se introdujeron 1,hkl gz del &éster etflico del
dcido 3~hidroxi-l7-oxo~estra-1,3,5(10)~trieno~7o ~butfri=
co en 30 cnP de acetato de isopropenilo bidestilado. A la
solucidn asi obtenida se aiiadieron 150 mg de Acido para-
toluensul fénico monohidratado, Se llevé a reflujo y des~
20 t416 manteniendo ui volumen constante por adieidn de ace-
tato de isopropenilo. fespués de ocho horas qe destilacidn,
N - se llevd la mezclu reaccionante a temperatura ambiente,
afladiéndose una solucidn saturada de carbonato Acido de

sodio, se extrajo con cloruro de metileno y se lavé. Se

=D secd y llevd hasta sequaddud. Se aislé 1,1 g de un produc-

6.0.7h ' - 37 -



to que se utilizd tal cual en lw etapa siguiente.

17 zepoxizestrazl,3,5(10)-trieno~7 € -butirico:
Se disolvieron 936 mg de producto preparado en
5 la etapa anterior en 10 cm3 dé cloruro de metileno. A la
solucibén asi preparada se afiadié una gota de piridina Y
luego en bafio de hielo y en quidce minutos, 2;5 cm3 de
solucibn clorometilénica 1,2 molar de hidroperbxido de
hexaflgoréacetona. Se dejd volver a la temperatura ambien-
10 te v se agild durante Jdos horas'y torwinta minutos bajo at-
mésfera de nitrégeno. Se diluyd con cloruro de metileno,
lavdé, secd y llevé hasta sequedad. Se obtuvo 1 g de un

producto que se utilizd tal cual en la etapa siguiente.

e T T am m ar  a m  at . W —

15 T1%A-b

Se dntrouujo 1 g del éster etiliéo del 4cido
3,17Q ~diacetoxi~16 o,17 X ~epoxi-estra-1,3 ,5(_10'-).-trieno—'
T ~butirico en 10 cm3 de metanol. Se afiadié a la solucibi
as{ obtenida 1 ca’ de Acido sulfdrico 6N. La soluciénrob—

20 : tenida'se mantuvoe con agitacidn duranté treinta minutos
a la temperatura ambiente, y luego se llevd a reflujo du—_
rante dos horas, Se enfrid a la temperatura ambiente, di-
luyé con agua, extrajo con acetato de etilo, lavé sechd y
se llevd hasta sequedad, Se obtuvieron asi 882 mg da és-

#5 bter metflice del dcideo 5,10 ~dihiidroxi~LiY~oxa~ostra=l,d,

6.o.Th - 38 -
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Etapa V: Acido 3,10 3=-17 @ﬁ-_grj._h':'_d roxi-estra-1,3,5(10)=

Se disolvieron los 852 mg de resina obtenida
en la etapa anterior en 10 cm3 de metanol y luego con
burbujeo de nitrégeno se anadieron Y00 mg de borohidruro
de sodio. Al cabo de :na hora Y quince minut;s, se afia-
dieron 450 mg de¢ borohidruro de sodi&. Se mantuvo después
una hora a temperatura umbiec.te vy se afiadid 1 cm3 de apgua
destilada y 1 cw® de lejia. de potasa. Se llevd a reflujo
durante quince minutos dejandola volver a la temperatura
ambiente, se diluyd con agua, acidificd con Acido clorhi-
drico concentfado, se exirajo con acetato de etilo y se
lavé. Se secd y llevd hasta sequedad. Se obtuvieron 795
mg de resina que se purificé por cromatografia. Se aisla-
ron as{ 575 mg de 4cido 3,16 K,17 @-trinidroxi—estra-i,3,5
(10)=-trieno-7 o ~butirico, que tundia a 160-170%C. [(x]l‘)?oi

=4 422 (1L por ciento, en etanol).

Bjemplo 6:

Acdcdo 3,17 (:; ~dibddroxi-estra-1,9,5(10)~trieno=~7 & ~undecp-
noico.

Etapa I: Preparacidn de una solucibén del magnesiano_de
dter tetrahidropiranflico del ll-bromo-undecanol

L R R I it

Se introdujeron 3 p del magnesiano desmenuzado

- 3y -
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en Lo cm3 de tetrahidrofurano. A la solucidén asi obtenida
se ailadid, eu dos horas, una solucién que contenia 65 g
de éter tetrahidropiranilico del ll-bromo-undecanol en

3

200 cm” de tetrabiidrofurano. Se obtuvo asi{ una solucidn

0,4 molar del magnesiano de éter tetrahidropiranfilicoe del

ll~bromo—~unu=canol.

— —— — - -

Etapa I1: Diacetato de 17 (8 -hidroxi-3-oxo-estra-4-eno-

Se diluyeron 150 cm® de solucién O,A4M del mag-
nesiano de éter tetrahidropiranilico del ll-bromo-undeca-
nol en tetrahidrofurano con 50 cm3 de tetrahidrofurano.
La solucién asi obtenida se llevd hasta -30¢C y se afiadie
ron 500 mg de cloruro cuprose. La solucidn asi obtenida_l
se mantuve en agitacidén a ~25, =302C vy se afiadibé en cin-
co horas una solucién de 16 g de acetato de 6-¢eshidr§—
~l9-nortestosterona en 150 cm3 de tetrahidrdfurano.

Le suspensién asi obtenida se agité despuésidﬁ~

3

rante una hora a -~308 y luego se afiadieron 10 om” de'éqi

do acético,

Se dejd volver a la temperatura ambiente ¥y se
afiadid agua. Se decauntd, exirajo coﬁ dter sulffvico, la-~
v6, secd y llevé hasta sequedad bajo presién reducida,

Se obtuvieron asi U4 g de una resina que se disolvid en
330 o’ de metanol. A la solucidn asi obtenida se afiadie-

3

ron Y0 cm’ de Acido clorhidrico N/2. La solucibn as{ ob-
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tenida se llevd a reflujo durante una hora y cuarenta y
cinco minutos, se evapord hasta sequedad bajo presibén re-

ducida, se recogid con agua y extrajo con clorurc de me-

tileno. Se filtrd, secd el filtrado y llevs hasta seque-

dad. Se obiuvieron asi 34 g de una resina que se purifi-
¢é por cromatografia. Se rccogieron 24 g del producto que
se acetilaron con 2 volumenes de anhidrido gcético y 2
volumenes- de piridina durante una noche a temperatura am~
biente. Después del tratamiento usual y purificacién pQr
cfométografia, se obtuvieron 14,3 g de diacetgto de 174 ~
~hidroxi~3~oxo-estra-l—-eno~7 o -undecanol.

Espectro U.V. (etanol)

ax. ol L% 5
max. 240 om g % o+ 312 ¢ 16 500

‘a0l L |
v‘30# m El cm 2

Etapa 3: 3,17 g-dihidroxi-estra=1,3,5(10)-trieno=7 X-un-
decanol |

VSe disolvieron bajo atmdsfera de nitrdgeno 14,3
g de diacetato de 17(;—hidroxi-’}-oxo-estra~4—eno—7(X-un—-
decanol en 430 cm3 de Acido acético, A la solucidn asi
obtenida se afadieron 21,5 g de tetracetato de plomo. La
solucidén asf preparada se mantuvo a 1109C durante cuatro
horas, se destild hasta scquedad, se recogid el residuo
conl agua ¥y se extrajo. S¢ luavé, sucd y destild. Se obtu-

vieron asl 16,2 g de una resina parda que se disolvld en

- 41 -
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500 cu” de Acido acético, alfadiendose =z la solucidn asi

obtenida 80 g de acetato de potasio. La mezcla se calen-

té6 a reflujo durante una noche. Se destild el Acido acé-
tico, se recogid con agua y se extrajo. Se cromatografio
la resina asi obtenida y se obtuvieron 5,6 g de un pro-
ducto gue se saponiticé a reflujo con 10 voldmenes de me-—

tanol y un volumen de lejia de sosa durante quince mimi-

"tos. Se cromatografio el producto asi obtenido dando 3,2k

g de 3,17@ ~dihidroxi~escra—i,3,5(10)—trieno~70(—undeca~

nol amorfo, '

Espectro U.V. (etanol)

infi. 220 nm Ei %m 1 163
230 nm E] '72“1 11k
max. 280 nm E, # : 52 € = 2 300
infl. 287 nm B 'ﬁ‘m : bu € = 205 :

oxi-estra-1,3,5

e s e e o S — e T e T e

LS e R

-

Se introdujeron 3,2 g de 3,17(}-dihidr0xi~estra—
~1,3,5(10)=trieno~-7 ¥ ~undecanol en una mezcla de 15 cnp
de sosa N y 7 cuP de acetona, La soclucidn se enfrid en

bafio de hielo y con agitacidn, afiadiéndose gota a gota -

- h4p -



2,3 cm3 de cloruro de benzoilo,
Se mantuvo guince minutos en agitacidn, se di-
“luyé con agua y se extrajo. Se cromutografié el residuo
de la fass orginica y se recogieron 2,64 g de 3-monoben-
5 zoato de 3,178 —dinidroxifestra-l,j,5(10)-trieno—7o<-un—
decanol, -
) Etapa 5: benzoato_de &cido 3-hidroxi-1T7-oxo-estra-1,3,5_
{10) -trieno-7 X ~undecanoico
Se disolvid el producto preparado en la.etapa
10 anterior en 130 cm3 de acetona. A la solucidén agitada v
enfriada a + 5%, se ahadieron en quince minutos hyd cm3
de reactivo oxidante 8N de Heilbron. Después de cinco mi-
nutes deé agitacidn suplementaria, se afiadié metanol, di-
luyd con agua, concentrd bajo prgsién reducida y extrajo
15 - con acetato de etilo. Se lavaron ;bs extractos, secaron

Yy llevaron hastaABequedad. Se obtuvo asi el benzoato del

fcido 3—hidroxi-17-oxo—estra—l,3,5(10)~trien0*70(-undeca—

noico.
‘ Ltape 6: Acido 3,17f -dihidroxi-estra-1,3,5(10)~trieno~
20 . 7 _-undegenoico

Se disolvid el benzoato de &cido 3-hidroxi-17-
“ oxo~estra-1,3,5(10)-trieno~7 & —~undecancico en 50 cm’ de
metanol. A la solucidn asi obtenidae se afliadieron 10 ij

de sosa 2N, AL cabo de una hora, se enfrid lo solucidén

25 en‘bafio de hielo y se adadieron L,5 g de borohidrurc do

0.6.74h : - k3 -
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sodio. Se agitd durunte una hora, acidificd hasta pH 1 ¥y
se extrajo. Se lav$, secd y llevd hasta sequedad. Se cro-
matografid sobre silice y se recogieron asi l¥61 g de éég
do 3,17 3 -dihidroxi-estra-1,3,5(10)~trieno~7 {~undecanoi-
co.

Espactr, U.V. (etanoi)

infl. 219 iu Ei ém = 160
229 nm Li Zm = 115
max. 280 nm E} O/é’m = 4 & = 2 100
infl. 286 nm Ei %m = 42
.Ejemglo T1: \

" 7-carboximetoxiimino-éstra-1,3,5(10)~triens-3,17 @diol

Se disolvieron con agitacién y bajo corriante.
de nitrgeno 2 g de 3,17 ( ~dihidroxi-estra-1,3,5(10)-trie

no-7~oha y 2 g de hemiclorhidrato de Acido aminoxiacético

3

.en 18 cm” de sosa normal. La solucidn asi obtenida se ca~

lentd a reflujo y se mantuvs durante una hora bajo co-

rriente de nitrégeno, Se enfrié la mezcla reaccionante a

3

0eC, afiadiendosc 9 cu

3

cm” de agua. Se extrajo con acetato de etilo, lavd, secd

de dcido clorhidrico normal y 100

y é?aparé hasta sa@hedad. 5e obtuvieron asi 2,735 g de

un producto que se cromatograiié. Dando asi 2,4k g da Te

- Ll -
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carboxima:oxiimino—esnra—l,B,5(10)-trieno-3,l7(;—diol.

Espectro I.R. C=0 1727 cm *
aromitico 1618 cm *

1592 cm

-1

1500 cm

Ejemplo Bz

7~carboximetoxiimino~-j-hidroxi-estra-1,3,5(30)~trieno=17~

ona

Se introdujeron 2,44 g de T-carboximetoxiimino-

~estra~l,3,5(10)-trieno—3,l7@-«ﬁml-en 122 cm) de ‘acetona.

Se entridé a 092C y se ahadieron gota a gota 0,84
cm3 de solucidn 8N de anhidrido crdmico en Acido sulfdri-

co diluido,; (solucién de Heilbron Jones). Se agitbd trein-

3

ta minutos a 0°C y se afiadieron de nuevo 0,84 cm”’ de so-

lucidn de Hedilbron Jones. Al cabo de tres horas, se alia-

3

dieron 0,41 cw’ de solucidn de lieilbron Jones, ses agitd

de nuevo treinta minutos y se afladieron de nuevo gota a
gota 2 cm:3 tle metanol y luego 10 cup de una solucidn acuo-
sa'saturada de carbonato 4cido de sodio. Se filtrdé con suc
cidn, lavé con acetona, concentrd y anadieron 200 cm3 de
acetato de etilo. Se¢ lavd, sucd y concentrd hasta seque-

dad, Se obtuvieron 2,135 g de una resina gue se purificéd

por cromatogratia. Se obtuvieron asi 1,548 g de 7-carboxi-

- by -
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metoxiimino-3-hiagroxi-estra-1,3,5(10)~trieno-17-ona,

Andlisis: C . .0,
20 235

Calculado: € % 07,21 H % 6,48 N & 3,91

ELncontrado: 67,1 6,7 3,6

Ejemplo 9:

Lecarboximetil=-2 -semicarbazona de la 3,17(}—dihidroxi-

~estra-1,3,5(10)~trienc~7~ona

3

Se introdujeron en 10,2 cm” de metanol con agi=-

tacidén y bajo corriente de nitrégeno 1,8 g de N-carboxi-

3

-hidrazidoglicinato de potasio y §,9 cm” de una solucidn

de 43 mg de metanol/cm3

de 4cido clorhidrico. La suspen--
sidn obtenida se calentd a refiujo y bajo nitrdgeno y se

afiadieron 1,020 g de'B,Jﬁ'@-dinidroxiéestra—l;j,5(lo)jtr;g

- no-7-ona. Después de tres hurus, se enfrid, -filtré con suc

cién y lavé. Se'obtuvieron asi 2 g de una resina. A esté
resina se ahadieron 50 cm3 dé ;olucién dé‘diazohetano en
cloruro de metileno (valoraclén 12,1 g pof'litro);:Se m%g
tuvo durante una horu é 0fC, se filtré.con succiéﬁ el.ppg
cipitado formado y el f;ltraao se llevd hasta sequedad;
Se obtuvieron 1,%<2b g de una resine que se cfomabografié
Yy se obtuvieron 25 mg de un producto que se disolvid en-
5 .

8 cm” de etanol. A la solucidn asi abtenida se afiadieron

3 de sosa N. La mezcla reaccionante se mantuvo duran-

3 cm

“‘l'r()‘
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”

te velnte minutdés a tewperatura  ambiente, se comngelo y

. ~
. . - y . . o = 3
anadierva 3 cam” de Acido clorhidrico Ny 5 cm

de agus.
Se Liltrd con succidn, lavd y secaron los cristales obte-
nidos. Se obtuvieron asi 3,43 mg de 4 -carboximetil-2°=~

~semicarbazona de 3,17@,—dihidroxL-estra—l,3,5(10)~trie—

no=-7-ona.

Bjemplo 10:

sal de trietilamiuag de 7~carboximetoxiimino-estra-l,3,5

(10)~trienc~3,L7 4 ~diol
AY

Se introdujo 1 g de T-ceto~estra-1,3,5(10)-trie-

.

no-B,lﬁ’Gwdiul (preparaus segdn el método indicade en la

Patente de EE.UU, 24150603) en Lo 0m3 de etanol, A conti-

nuacidén se aiiadidé L g de hemiclortiidrato en Acido amino-

xiucético.

A la suspgnsién obtenida se anadlieron 8 cnp de
sosa normal. La solucidén obtenida se dejd a temperatura
awbiente Qurante tres lhoras. Se anadicron 8 cm3 de &acido
clorhidrico N, se diluyd y extrajo con acetato de etilo,
Se lavd, secd y doestild, se recogieron 1,23 p de resina,

Bspectro L.H. (2tanol) C=u 1745 cmgl

ol 3607 em”t

Se dntrodugeron 1,23 p de la resina preparada
. . 3
en Lta etapa anterior en 10 ow” de acetato de etilo y a la

. . . . . . .
sulucidn precoedente se atadid 0,9 ij de trietiloawina y

- ll’ ';l -
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b ocw’ ce metanol. Se cancentrd la solucidn para separar

el metanol sor azeotropia ; se muantuve a volumen constan-
te por adicidn de acetato de etilo.

Después de eliminacidn del metanol, se afiadie~

3

“ron 0,2 ¢a” de trietilamina, se congeld, filtrd con suc-

cién y lavé. Se obtuvieron 1,4 g de un producte que se
recristalizd. Dando asi 0,990 g de sal de trietilamina
de 7—carboximatoxiimino—estra-l,B,5(l0)—trieno—3,l7G-—

~diol que fundia a aproximadamente 1952C [1{]50 =+ 212

(1 % etanol).

Aplicacidn 1:

Conjugado de alblmina de suero de vaca y dcido 3-hidroxi-

L7-oxo-estra~1,3,5(10) -trieno~11l f ~butirico
. AY

Se introdujerorn 178 mg de éCido-j—hidroxi—IT—

'—oxo~estra-l,3,5(10)-trienc—l&.@»butirico en 5_cm3 de dio

xano. Se afladieron a 12°C 0,23 ml de tri-n.butilamina y
0,063 wl de cloroformiato de isobutilo;.La solucidn obte- -
nida se mantuvo a 129C durante veinte minuh;s.'Después se
introdujo a 09C la solucidu anterior en una solucidn éue
contenia 0,770 g de alblmine de suero de vaca en 22 cm3

de agua. Después de disolucién completa, se afindieron a

oec, 2z e’ de dioxarno vy 0,74 e’ de sosa N. Se dejé la so

lucidn durante cunbro houres a 0C. La sollcidn su dlalizd
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durante dieciacho_horas a través de una meambrana. Se pre-
cipitd la sclucidn llevando &l pH hasta 4,2 por medio de
dcido clorhidrico 2N. Se congeld la soluciéh durante se-
senta y ocho horas a -2092C.

Luego se agjbé fundir el téwpano decantando el

3

,producto.‘Se disulvid el precipitado obtenido en 50 cm
de bicarbonato con 1% de hielo. La sciucién se dializé
de nuevo a_través de .una membrana durante cuarenta y ocho
horas. La solucidn se extrajo con cloroformof £l producto
se extrajo obtenido por liofilizacidn., Se obtuvieron T20

mg de conjugado de alblmina de suero de vaca y Acido 3=

hidroxi-1T7-oxo~-estra-1,3,5(10)~trieno~11 G—butirico.

Espectro U.V. (etanol)

. o w1 %
infl., 262 am By n

&

infl, 270 nm E-P? =9

1 om
. ’ 1 % .
max. 28 nm  ET 7 = '8
. 1 em
Aplicacibn 2:

Con jupado de albldiming de suero de vaca v deido 9,17 4 -di-
; B

hidroxi-estra=-1,3,5(L0)-trieno-11 @ -~butirico

De la misma f'orma que anteriormente se prepard

el conjugado de édcido 3,17 3 ~dihldroxi-cstra~1,3,5(10)~



trieno-11 /% -butirico y de BSA, utilizands el anhidrido
mixto obtenido por reaccidn del Acido 3,17/% ~-dihidroxi-

Bstra-l,3,5(10)~trieno-11/9 -butirico y clorofarmiato de
isobutilo.

Espectro U.V, (agua ¢ dioxano)

of
infl. 270 nm  EX P -
1l cm

1
w

10 max. 279 nm £

i

1l

1S
- REIVINDICACIONES -

20

Los puntos de invencidn propia y nueva, que
se presentan para gue sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn sn Espafia, por UEINTE afios, son los que

25 sg recogen en las reivindicaciones siguientes:

11.5.76 - 50 -



18,.- Procedimiento de preparacidn de haptenos
esteroides de fdrmula I:

5
10 (1)
en la cual X representa un 4tomo de axigeno o el grupo
OH 4 I 4
15 <:f' » Y representa un 4tomo de hidrégenoc o el grupo OH,
\_H
Rl representa un 4tomo de hidrdgeno y R2 representa un
grupo =NZ (CHz)c Co,H, representando Z un 4tomo de oxi-
geno o un grupo ~NHCONH-, siendo ¢ un ndmero entero que
20 varia de 1 a 8, ceracterizado porque se somete un com-
puesto de férmula XXIII:
25
11.5.76 - 51 -

%



OH

5
HO e
(XX111)
1o
a la accidén de un compuesto de fdérmula:
15 HoN Z (cH,)e COH
en la cual Z y ¢ conservan el mismo significado que an-
teriormente y se obtiene un compuesto de férmula XXIV;
20
25
11.5.76 - 52 -



N
o

L(CHz)c CO, 1

(XXIV)

es decir un hapteno gue responde a la férmula I en la

cual R, representa un Atomo de hidrdgeno, X un grupo

1
:ﬁ”’DH , Y un Atomo de hidrdgeno y R, un grupo =NZ (CHZ)G
3025:‘ repressntando Z un atomo de oxigens o un grupo
"~NHCONH- y siendo ¢ un ndmero entero que varia de 1 a
B, que so somete, llsgado ol caso, a la accidn de un agsn

te de oxidacidn y se cbtiene sl compussto de fdérmula XXV:

\ k\;:\ A Y i
~ nz(cuZ) c cuzt
(XXV)



es decir un hapteno que responde a la férmula I en la
cual Rl representa un 4dtomo de hidrdgeno, X un atomo de
oxigeno, Y un Atomo de hidrdgena y R2 un grupo =NZ (CH2)°
CUZH, representando Z un atomo de oxigeno o un grupo
5 ~NHCONH- y sisndo ¢ un ndmero entero que varia de 1 a 8.
28,- Procedimientc de preparacidn de hap-
tenos esteroides.
Tal vy como se ha descrito en la Memoria
gue antecede, y para los fines que se han espsecificado.
10 Esta Memoria consta de cincuenta y cuatro

hojas escritas a maquina por una sola cara.

Madrid, 17.M2/1976

15 P.A. .
Fernendo de Elzabyry
Por Pédar.
20
25
11.5.76 - 54 -
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