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INTRODUCCTION

Actualmente los antigenos son definidos como substancias con
la capacidad de inducir la produccién de anticuerpos, los cua-
les a su vez ejercen un fen6meno de proteccién contra las agre-

siones externas para el organismo donde se desarrollanl,

En términos generales se acepta que los antigenos naturales,
por ejemplo los polisacdridos, los complejos lipoproteicos et-
cétera, son substancias de alto peso molecular, estructural-
mente complejas y portadoras de determinantes antigénicos,

caracteristicas que se han estudiado recientementel,

Se ha tratado de modificar la estructura de los antigenos na-
turales para lograr otros antigenos con la capacidad de indu-
cir la produccién de anticuerpos especificos, usando substan-
cias conocidas con una estructura quimica sencilla llamados
haptenos, que no inducen por si solos la produccién de anti-
cuerpos, pero que uniéndolos a proteinas, el conjugado resul-
tante si induce la produccién de anticuerpos especificos contra

la estructura del hapteno y de la proteina portadoraz. (Fig. 1)
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Tomando en consideracion lo anterior, se han obtenido anti-
genos de hormonas esteroidales usando derivados de esteroi-
des y conjugandolos con proteinas mediante un enlace convalen-
te. En la formacién de los derivados se han usado varios gru-
pos funcionales en el esteroide ubicados con diferentes posicio~
nes y se cree que ésto ha restado la especificidad deseada en
la produccién de anticuerpos especificos contra dichos esteroi-

des,

En el presente trabajo, se llevd a cabo la sintesis de C-19 He-
misuccinatos derivados del androstano, a fin de preparar an-
tigenos que pudieran tener la capacidad de producir anticuer-
pos especificos contra hormonas v metabolitos esteroidales.
Para unir el esteroide a la proteina se eligié una posicién aje-
na a los grupos funcionales importantes o también llamados
determinantes en la hormona., Se intenta con ésto que exista
una mayor especificidad de los anticuerpos que se formen con-
tra los esteroides, enfocdndolos principalmente a estudios fi-

siologicos y analiticos.

Para ésto se prepararon los C-19 Hemisuccinatos de testoste-

rona, 5a-dihidrotestosterona, 4-androsten-3, 17-diona y 4-an-



drosten-3 8, 178 -diol,

Debido a que se encontraron propiedades espectroscopicas in-
teresantes en los primeros hemisuccinatos sintetizados, se
prepararon también los C-19 Hemisuccinatos de 5 e-andros-
tan-3, 17-diona y S e-androstan-3 8, 17 8 -diol. Duraﬁte la
preparacién del hemisuccinato de 4-androsten-3 8, 17 8 -diol,
se obtuvo accidentalmente el 19-hemisuccinato de -3, S-andros-

tadién-17 B8 -ol.

Para la sintesis de los compuestos antes mencionados, se si-

guieron las reacciones de los esquemas 1,2,3 y 4.
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ANTECEDENTES

Los primeros estudios encaminados a la obtencién de anticuer-
pos especificos, fueron realizados por Sachs y Klopstock3 en
1925, ellos mezclaron colesterol con suero de cerdo tratando
de obtener anticuerpos contra el colesterol, sin embargo los
resultados fueron inciertos., Von Mooser y Griliches? en 1941,
intentaron formar anticuerpos para 5 e -androstan-3, 17-diol,

uniendo el esteroide a la proteina con un grupo éster,

Landsteiner® en 1946, fue el primero en demostrar, que los
esteroides al igual que otras moléculas de bajo peso molecular,
son incapaces de actuar como antigenos por si solos, pero,
unidos a una substancia que si lo sea, como una proteina, el
conjugado resultante es capaz de provocar la formacién de an-
ticuerpos especificos, tanto contra la proteina portadora, como,

contra el esteroide unido.

En 1951 Sprunlt6 publicé un compendio, en el cual agegura ha-
ber obtenido anticuerpos para el 178-estradiol, conjugando el
esteroide con albGmina procedente de varios animales, pero

no indica que tipo de enlace emplearon para unir el esteroide



a la proteina.

Erlanger7’ 8 en 1957, Beiser? en 1959 y LiebermanlO casi si-
multaneamente con Goodfriend y Sehonll en 1958, 196012 y
196113, mediante una serie de trabajos publicados, dieron a
conocer la importancia qué tendrian en la Endocrinologia los
anticuerpos especificos, ya que éstos podrian en muchos ca-
sos contrarrestar los efectos fisiol6gicos de los esteroides de

produccién endégena.

Para la obtencién de anticuerpos Lieberman!® hizo notar que
era necesario hacer la unidén esteroide-proteina mediante un
enlace covalente y como caracteristica fundamental, deberia
ser la estructura del derivado esteroidal lo mds parecida po-
sible a la hormona o metabolito del cual se desea producir los

anticuerpos.

También encontré que los reactivos mas apropiados para unir-
se a los grupos amino libres de log residuos de la lisina pre-
sentes en la alblmina son la O-carboximetiloxima y los hemi-
succinatos mediante la formacion de un enlace peptidico. Good-

friend y Sehonll, prepararon los isocianatos como precurso-



res de los conjugados, pero no encontraron la especificidad

deseada y suspendieron dichas investigaciones.

La idea de obtener anticuerpos especificos, volvié a tener in-
terés para su aplicacion en métodos analiticos ; Abraham en
196914 y 197015, Midgley16 en 1969 y Jiang con Ryan17 en
1969, entre otros, emplearon el método conocido como Radio-
inmunoensayo para medir a niveles de picogramos, la cantidad
de esteroides presentes en liquidos y tejidos bioldgicos, usan-

do anticuerpos de especificidad relativalS,

En la sintesis de los hemisuccinatos mencionados, se empled
como materia prima 19-hidroxi-4-androsteno-3, 17-diona, to-
mando en consideracion que mediante transformaciones senci-
llas a la molécula, se pueden dbtener las estructuras desea-

das; ademds de ser un producto comercial de facil adquisicion.

Dichas transformaciones se llevaron a cabo tomando en cuen-
ta log antecedentes de la literatura necesarios, de los cuales
los de mayor interés para la elaboraciéon de la sintesis de los

compuestos ya mencionados se describen a continuacidn.



Norymberski y colaboradores!? han descrito un método para
la reducci6n selectiva del carbonilo en la posicién 17 del 4-
androsteno-3, 17-diona, con un 70% de selectividad usando bo-

rohidruro de sodio en metanol a 0°. (Fig. 5)

NaBH,
0 - CHy—0H 0
. 0%

Y

FIG 5

Existen muchos ejemplos de hidrogenaciones cataliticas en sis-
temas A 4, 3 ceto donde se informa de la obtencién en cantida-
des considerables del isémero 5 6 correspondientezo. Sin em-
bargo, Chiadao Chen?2! ha informado la obtencién del isémero
5 a (Fig. 6)

ejemplo:
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Otra reaccién importante para la sintesis, fue la saponifica-
ci6n selectiva del éster metilico, la cual se llevé a cabo tra-
tando el éster con carbonato de potasio en solucién metandli-
ca y a temperatura baja; en éstas condiciones la saponificacién
se efectué con cierta selectividad. Este método fue seguido
por Kalvod{:l y colaboradores?2 y pc;steriormente por Wicha vy
Casp123 en reacciones de saponificacion de acetatos en dife-

rentes posiciones. (Fig. 7)

Los ésteres metilicos pueden sufrir una halogenolisis en pre-
sencia de yoduro de litio, usando disolventes como piridina,
2, 6-lutidina y 2, 4, 6-colidina a reflujo; se encuentran descri-

tos ejemplos, donde se pone de manifiesto que tan selectiva



es esta reaccidn., Por ejemplo Krakower y colaboradores?4

informan un rendimiento de 95% en la halogenolisis de un de-
rivado del éster eburicoico. (Fig. 8). Dean2® reporta me-
jores resultados en cuanto al rendimiento usando dimetilfor-

mamida (DMF) como disolvente.
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(*Y» PARTE EXPERIMENTAL

Obtencién de 19-Hidroxi-3, 17-dioxo-4-androsteno-19-hemisuc-

cinato (II).

A 5g, de 19-hidroxi-4-androsteno-3, 17-diona (I), se le agre-
garon 10g. de anhidrido succinico y 50ml. de piridina; la mez~
cla se mantuvo a temperatura de reflujo durante 3 horas. Se
dej6 enfriar, se virtié sobre hielo y se dejé reposar hasta que
alcanzod la temperatura ambiente, se acidulé con HCl, se ex-

trajo con CHCl3 v se lavd varias veces con agua.,

La solucidén en cloroformo se extrajo varias veces con solu-
cién saturada de NaHCOg, los extractos acuosos se lavaron
con CHClj3 y se acidularon con HCI, se precipité un aceite y
éste se extrajo con CHyCl,, se lavé con agua destilada varias
veces, se decolord con carbdn activado, se secé con Na 9SOy
anhidro y se evapor6 el disolvente. Se obtuvieron 6g. de un
s6lido amorfo (919 de rendimiento), este sélido con aspecto
de vidrio no cristalizd de varios sitemas de disolventes, pre-
senta una sola mancha en cromatografia en capa delgada y fue

caracterizade como 19-hidroxi-3, 17-dioxo-4-androsteno-19-

10



hemisuccinato (II) por sus caracteristicas espectroscépicas.

LLR. ¥ max. (KBr pelicula): 3450, ancha (COOH del succinato);
1740, grueso (C=0 del éster succinico y C=0 de cetona en ani-
1lo de 5 miembros); 1675, (C=0 conjugado de la enona en el ani-

llo A); 1050, (C-0O del éster y el 4cido del hemisuccinato).

R.M.N. 60 Mc, TMS externo, DMSO dg: 1. 24, s 3H (CH3 18);
sistema AB centrado en 4.76 con J=12cps 2H (CHy 19); 6.2, s

1H (C-H vinilico en 4).

E.M. MT 402, m/e; 302, 284, 272 es el pico base.

U.V. A max. 243 ( 14, 500),

(*) Los puntos de fusién fueron tomados en un aparato Mettler
FP y estdn sin corregir. Los espectros de infrarrojo (I.R.)
se hicieron en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer grating mo-

delo 421; la posicién de las bandas se dan en cm1,

Los espectros de resonancia magnética nuclear (R.M.N.) fue-

11



ron hechos en un espectrémetro analitico Varian A - 60, em-
pleando TMS como referencia interna, El desplazamiento qui-
mico estd expresado en partes por millén (ppm) utilizando el
pardmetro delta (6). La descripcién de los espectros se hizo
de la siguiente forma: posicidén en 6 ; tipo de bandas (s=singu-
lete, d= doblete, t= triplete), constante de acoplamiento ] en

ciclos por segundo (cps).

Los egpectros de absorcidn en el ultravioleta (U. V. ), se rea-
lizaron en un espectrofotémetro Hitachi Perkin-Elmer 124,

La M mdxima estd dada en nanometros (nm).

Para la cromatografia en capd fina, usada para verificar la pu-
reza de las substancias o para su purificacién, se empleé si-
lice GF-254 de Merk y empleando como revelador vapores de

yodo y luz U. V.

Los microandlisis fueron efectuados por el doctor Alfred Bern-

hardt de Mulheim (Alemania),

Los espectros de masas fueron hechos en un espectrémetro

de masas Hitachi-Perkin-Elmer Modelo RMU-6D y RMU-7H,

12



La nomenclatura de los compuestos mencionados en este tra-
bajo se escribid siguiendo las reglas de la TUPAC e IUPAC-IUB

de nomenclatura en Quimica Orgénica y Bioqufmica%u

Nota:

Agradezco a los sefiores: quimico Eduardo Diaz e ingeniero
quimico Fernando Jauregui su valiosa ayuda en la determina-

cién e interpretacién de espectros de R. M. N. y masas.
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Obtencién de 19-Hidroxi-3, 17-dioxo-4-androsteno-19-metil-

succinato (Iil),

6g. de 19-hidroxi-3, 17-dioxo~4-androsteno-19-hemisuccinato
(1) se disolvieron en el menor volumen posible de benceno y
se virtieron lentamente sobre una solucién etérea de diazome-
tano (obtenido con 8. 1g. de N-nitroso-N-metilurea ), se dejoé
reposar durante una hora a temperatﬁra ambiente, se eliminé
el exceso de diazometano por calentamiento en la campana, se
filtrd y se elimind el disolvente hasta sequedad. EI residuo
se disolvié en benceno (100ml. ), se lavé varias veces con so-
lucién saturada de NaHCO5 y finalmente con agua, se sec6 la
solucién bencénica con NagSOy anhidro, se filtrd y evaporé a
sequedad. Se obtuvieron 5g. de un s6lido amorfo que no fue
posible cristalizar (81% de rendimiento) y que presenté las si-

guientes caracteristicas espectroscopicas.

I.R. Ymax, (KBr pelicula): 2850, (CH30O del éster); 1740, (C=
O del metilsuccinato y del C=0 en el anillo de 5 miembros en
17); 1670, (C=0 conjugado de la enona del anillo A); 1050, (C-O

de los ésteres del succinato).

14



R.M.N. 60 Mc, : 0.91, s 3H (CHS 18); 2.58, s 4H (CHZCH2
del succinato); 3. 68, s 3H (CHgO del metil succinato en 19);
sistema AB centrado en 4. 45 con J=12cps, 2H (CH219); 5.9,
s 1H (C-H vinilico en 4)

E. M. Mt416

U.V. » max. 242 ( & =15, 800)

15



Obtencién de 178, 19-Dihidroxi-3-oxo~4-androsteno-19-metil-

succinato (IV),

A 6.9g. de 19-hidroxi-3, 17-dioxo~4~androsteno-19-metilsuc-
cinato (III) disueltos en 1380ml. de metanol, se le agregaron
1.1 gramos de NaBHy(1. 8 moles) a temperatura de bafio de
hielo seco acetona. Se mantuvo la temperatura durante 2 ho-
ras y media; la reaccidon se siguié por cromatografia en capa
delgada. Una vez terminada la reaccién se agregaron 2 ml.
de AcOH, se dej6 reposar durante unos minutos a ia misma
temperatura y después se dejo a temperatura ambiente. Se
evapord el metanol a presién reducida en un rotavapor y el re-
siduo se disolvié en CHCl3, se lavo vérias veces con agua, se
secd con Na2804, se filtrd y se eliminé el disolvente. Se ob-

tuvieron 6, 6g. de un sélido amorfo,
Este sblido se purificé en placas de 3mm de espesor, eluyen-
do con CHCl3-MeZCO, se obtuvieron 4g. de un s6lido amorfo

que no fue posible cristalizar y que presenta las siguientes ca-

racteristicas espectroscopicas.

1. R. KBr pelicula ¥ max.: 3420, (OH en 17); 1740 (C=0 del

16



succinato); 1668, (C=0 de la enona en el anillo A); 1050 (C-0O

de los ésteres del succinato).

R.M.N, 60Mc:0.78, s, 3H (CHg 18); 1. 89, s, 1H (desapare-
ce con DyO de OH en C-17); 2. 58, s, 4H (CHZCH2 del succina-
to); 3. 68, s con triplete J=8. Scps, 4H (correspondiente al és-
ter metilico y al protén base de OH 17); sistema AB centrado
en 4. 45 con J=11.5 cps, 2H (CHg 19); 5.9, s, 1H (C-H vinili-

co en 4),

E.M. M7 418, m/e: 115 en el pico base,

U.V. » max. 238 (e =15,401).

17



Obtencién de 17 B , 19-Dihidroxi-3-oxo-5 @ -androstano-19-me-

til succinato (V).

Se sometieron a hidrogenacién 2g. de 17 8 , 19-dihidroxi-3-
oxo-4-androsteno-19-metil succinato (IV) disueltos en 30 ml.
de etanol, usando 50 mg, de Pd,/C al 109 como catalizador, a .
temperatura ambiente y presion ligeramente superior a la at-

mosférica,

La reaccién se controld por cromatogréffa en capa delgada y
fue completa al cabo de 2 horas; terminado ese tiempo se fil-
tré el catalizador y se evaporé el disolvente a sequedad en el
rotavapor obteniéndose 1.9 g, de un s6lido amorfo que no fue
posible cristalizar y que present6 las siguientes caracteristi-

cas espectroscdpicas.

1. R. KBr pelicula, ¥ max: 3450 (OH en 17); 1732 (C=0 de los
ésteres del succinato); 1715 (C=0 de cetona en anillo de 6

miembros en 3); 1050 (C-O del succinato).

R.M.N. 60 Mc; 0. 8, s, 3H (CHg 18); 2. 68, s con hombro, 5H

(CHZCH2 del succinato), el hombro desaparece con DyO (17

18



OH); 3.7, s, 3H (OCH3 del metil succinato); 4.5, s, 2H (CH2

19).

E.M. MT 420 que concuerda con el peso molecular deseado.

19



Obtenci6n de 3 8,17 8, 19-Trihidroxi-4-androsteno-19-metil

succinato (VI).

600 mg. de 19-hidroxi-3, 17—dioxo-4—androsteno—19—m§til suc-
cinato (III) se disolvieron en 120 ml, de metanol y se trataron
con 102 mg, de NaBH, (1.8 moles), a temperatura ambiente
durante una hora. Terminado ese tiempo se agregaron 0.5 ml,
de 4cido acético y se evaporS el metanol en un rotavapor. El
residuo se disolvié en CHCl3 y se lavé varias veces con agua;
se sec6 con Na,SO, anhidro, se filtré y evaporod el disolver;te°
El residuo cristalizé al disolverse en éter, se recristalizé de

acetona-hexano,

Se obtuvieron 365 mg. de un s6lido blanco con pf= 159, 4 160, 5°
(rendimiento de 60%) que se identificé como el producto (VI)

gracias a sus caracteristicas espectroscépicas.

I.R. KBr pastilla, * max: 3360, ancha (OH en 3 y 17); 1732

(C=0 de metil succinato).

R.M.N. 100 Mc: 0.8, s, 3H (CHg 18); 1.95, s. 2H que desa-

parece con D,O (OH 3 y 17); 2.62, s, 4H (CH,CHy del succi-

20



nato); 3.6, t, 1H (C-H base de OH 17); 3. 67, s, 3H (OCHg del
éster succinico); sistema AB centrado en 4. 35, J=11 cps (CHy
19); 4,1 sefial ancha, 1H, que al irradiar a 2. 02 se resuelve
en doblete con [=2. 2 cps (C-H 4).

E.M. Introduccién Directa M1 420, pico base m/e 115,

Andlisis calculado para Cyy Hae Og : G, 68.62%; H, 8.62%;
0, 22, 829,

Anéalisis encontrado: C, 68.63%; H, 8,62%; O, 22,78%.

21



Obtencién de 38,17 8, 19-Trihidroxi-5 @ -androstano-19-me-

tilsuccinato (VII).

Se hidrogené 1g. de 38,178 ,19-Trihidroxi-4-androsteno-19-
metilsuccinato (VI) con 100mg, de Pd/C al 10% como cataliza-
dor. Se obtuvieron 780mg. de un sélido amorfo que presenta
una mancha en cromatografia en capa delgada eluyendo con
CHC13, no fue posible cristalizarlo y presents las siguientes

caracteristicas egpectroscépicas.

I.R. KBr pelicula, ¥ max, : 3420, (OH 3 y 17); 1730 (C=0 del

succinato); 1150, (C-0 de los ésteres).

R.M.N. 60 Mc : 0.72, s, 3H (CHg 18); 2.0, s, 2H desaparece
con Dy0O; 2.68, s, 4H (CH,yCHy del succinato); 3.7, s, con se-
fial ancha en la base SH (CH30 del éster metilico y bases de

OH 3y 17); 4.35, s, 2H (CH2 19).

22



Obtencién de 19-Hidroxi-3, 17-dioxo-5 « -androstano-19-metil

succinato (VIII).

Se hidrogenaron 600 mg. de 19-hidroxi-3, 17-dioxo-4-andros-
teno-19-metil succinato (III) con 50 mg. de Pd/C al 10% en 30
ml. de etanol, siguiendo la técnica descrita en la pagina 18,
Se obtuvieron 509 mg. (84% de rendimiento) de un g6lido cris-
talino que se purificé por cristalizaciones sucesivas de haxa-
no-éter, hasta pf=144-146°, y presenta las siguientes carac-

teristicas espectrosclpicas.

[.R. KBr pastilla, ¥ max, 1740, (C=0 de cetona en anillo de
5 miembros y ésteres del metil succinato); 1715, (C=0 de ce-
tona en anillo de 6 miembros); 1150, (C-0O de los ésteres).
R.M.N. 60 Mc: 0. 88, s, 3H (CH3 18); 2.65, s, 4H (CHZCH2
del succinato); 3.7, s, 3H (OCH3 del metil succinato); 4. 51,

s, 2H (CH? 19).

E.M. MT 418, pico base m/e 113,
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Obtencién de 17 8, 19-Dihidroxi-3-oxo-4-androsteno-19-hemi-

succinato (IX).

(AY* A un gramo de 178 , 19-dihidroxi-3-oxo-4-androsteno-
l9—fnetil succinato (IV), disueltos en 25 ml. de DMF, se agre-
garon 7 g. de Lil, se calenté a temperatura de reflujo durante
6 horas y media, después de ese tiempo se comprobd por cro-
‘matografia en capa fina que la reaccién habia terminado, La
mezcla de reaccién se vertié sobre 150 ml. de agua, se acidu-
16 ligeramente con HCI concentrado, se extrajo con CHC1 3
los extractos clorofé6rmicos se lavaron con agua. Por concen-
trado, se extrajo con CHCl3-Me2(JO 6:4) se pudo determinar
qgue la mezcla de reaccién fue hemisuccinato y materia prima,
por lo cual se extrajo con solucién saturada de bicarbonato de
sodio varias veces, se lavaron con CH,C1 9 los extractos acuo-
s0s y éstos fueron acidulados con HC1 concentrado hasta pH=
1, se extrajo nuevamente con QHzCl 9, se lavo el extracto con
agua varias veces, se secd con NagSOy y se evapors el disol-
vente en el rotavapor. Se obtuvieron 400 mg. de un s6lido
amorfo que no fue posible cristalizar (rendimiento de 40%).

Presentd las siguientes caracteristicas espectroscopicas,

24



I. R. KBr pelicula, ¥ max: 3420 muy ancha (COOI—I del hemi-
succinato y OH 17); 1740 (C=O del éster 19 hemisuccinato);
1720 (C=0 del 4cido); 1670 (de la enona 3); 1160 (C-0O del he-

misuccinato).

R.M.N. en CDCl4 - DMSO dg a 60 Mc; 0.79, s, 3H (CHg 18);
2,59, s, 4H (CHg-CHy del hemisucc.inato); sistema AB centra-
do en 4. 45, J=11cps (CH, 19); 5.68, s ancho, 2H que desapa-
rece con D90 (COOH del hemisuccinato y OH 17 ); 5.91, s,

1H (C-H vinilico en 4).
U.V. M max: 242 ( & =14, 370).

(By* A 200 mg. de 176 , 19-dihidroxi-3-oxo-4-androsteno-19-
metil succinato (IV), disueltos en 20 ml. de metanol, se agre-
garon 100 mg. de K2(303 disueltos en la menor cantidad posi-
ble de agua, se mantuvo durante 3 horas con agitacién a tem-
peratura ambiente, al cabo de este tiempo se vertid la solu-
cién sobre 100 ml. de agua destilada y se acidulé la mezcla
con HC1 conc. hasta pH=1, se extrajo con CH2012, se lavé
varias veces con agua. De esta solucién se extrajo con solu-

cién saturada de bicarbonato de sodio el hemisuccinato (IX),
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obteniéndose 68 mg. de la parte neutra, secando con sulfato
de sodio y eliminando el disolvente en rotavapor, se obtuvie-
ron 120 mg. de un sdlido cristalino que se purifico por cris-
talizacién de acetona-éter, con pf=201,5 - 203. 6°, el cual co-
rresponde al informado para la 178 , 19-dihidroxi-4-andros-
teno-3-ona (XI) pf=201-203°28’ 2 m compuesto presentd

las siguientes caracteristicas.

L. R. KBr pastilla, * max; 3300 (OH 17 y 19); 1640 (C-O de la

enona 3).

R.M.N. 60 Mc; 0.79, s, 3H (CH3 18); 3-3. 8, sefial ancha que
integra para 3H y que al agregar D90 desaparece dejando un

triplete centrado en 3. 68 que integra para 1H (C-H base de OH
en 178 ); sistema AB centrado a 3.98, J=11 cps (CH2 19); 5. 89,

s, 1H (C-H vinilico 4).

U.V. » max. 243 (& =14,950),

* Ay B, indican diferentes técnicas para obtener el mismo

compuesto,
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Obtencidn de 17 8, 19-Dihidroxi-3-oxo-5 @ -androstano-19-he-

misuccinato (X).

Se hidrogenaron 400mg. de 178 , 19-dihidroxi-3-oxo-4 andros-
teno-19-hemisuccinato (IX), disueltos en 40ml. de etanol,
usando 100 mg. de Pd C al 10%, como catalizador, siguiendo

la técnica ya descrita en _la pdgina 18. EI producto se purifi-
¢6 por cromatografia en columna sobre 40g. de silice. De

las fracciones eluidas con CHCl3-acetona 8:2, se aislaron
220mg. de un producto que presenta las siguientes caracteris-

ticas, Fue un s6lido amorfo que no se pudo cristalizar,

I. R. KBr pelicula, ¥ max.: 3420, ancha (COOH del hemisuc-
cinato y OH 178 ); 1735 (C=0 del hemisuccinato 19); 1715 (C=0
del dcido y de la cetona en el anillo de 6 miembros 3); 1150

(C-0 del éster).

R.M.N. en CDC13 - DMSO d6 :0.79, s, 3H (CI—I3 18); 2.7, s
grueso 4H (CHZCH2 del succinato); 3. 69, sefial ancha 1H (C-H
base del OH 17); 4.52, s, 2H (CH519); 6.0, sefial muy ancha,

2H que desaparece con DyO (COOH y OH).
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Obtencién de 17 8, 19-Dihidroxi-5 « -androstano-3-ona (XII).

Se disolvieron 500 mg. de 178, 19-dihidroxi-3-0x0-5 « -andros-
tano-19-metil succinato (V) obtenidos de la reaccidén anterior,
en 25 ml. de metanol y se agregaron 400 mg. de K9COg disuel-
tos en la minima cantidad de agua, se calent6 a ebullicién du-
rante 2 horas. Pasado este tiempo se vertié la solucién so-
bre 150 ml. de agua destilada, se aciduldé con HC1 conc. y se
extrajo con CHZCIZ, éste se lavé varias veces con agua des-
tilada. La fraccién orgdnica se extrajo con solucién saturada
de NaHCO3, se acidul6 con HCI conce. y se extrajo con CHy
Cly, se lavé con ag';ua,' se secO con NaySOy anhidro y evapor6
el disolvente, De esta fraccién se obtuvieron 110 mg. de 178,

19-dihidroxi-3-0x0-5 « -androstano-19-hemisuccinato (X).

La fraccion de CH2012 de la que se extrajo el compuesto (X),
se lavé varias veces con agua destilada, se secé con NaZSO4
anhidro y evapord el digolvente. Se obtuvo un sélido blanco
que cristalizé de acetona-éter y se recristalizé de acetona
pf=149, 4-151, 2°, el cual corresponde al informado para 178,
19-dihidroxi-5 @ -androstano-3-ona (XII) pf=150- 151°31; ade-

mds en el espectro de IR aparece la banda en 1700 cm~t

s
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la cual aparece tambien informada para este compuesto.
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Obtencidén de 17 8 , 19-Dihidroxi-3, 5-androstadieno-19-hemi-

succinato (XIII).

A un gramo de 38, 178, 19-Trihidroxi-4-androstano-19-me-
til succinato (VI), se disolvié en 20 ml, de DMF, se agrega-
ron 800 mg. de Lil y se mantuvo a reflujo durante 16 horas,
Al cabo de este tiempo se observé por cromatografia en capa
fina eluyendo con benceno - acetona 1:1 que la reaccién habia
terminado. Se dej6 enfriar y se vertié sobre 50 ml. de agua,
se acidul6 ligeramente y se extrajo con CHClg, se lavé varias
veces con agua, se extrajo con solucién saturada de NaHCOg,
se lavé con CHCIS los extractos acuosos, se acidulé con HC1
conc. y se extrajo con CHCl3, se eliminé el disolvente y se
obtﬁvo un s6lido blanco que cristalizo de' benceno-hexano pf =
162-169° que posee la estrctura del 17 B , 19-dihidroxi-3, 5-
androstadieno-19-hemisuccinato (XIII) y que presentd las si-

guientes caracteristicas.
I. R. KBr pastilla, * max.: 3320, (COOH del hemisuccinato);

3020, (C-H vinilico 3, 4, 6); 1740, (C=0 del succinato); 1700,
(del 4cido).
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R.M.N. en CDCl3 - DMSO dg: 0.78, s, 3H (C'H3 18); 2.58, s,
4H (CHZCH2 del succinatd); 3. 62,. t, 1H (CH base del alcohol
17 B); sistema AB centrado a 4.12, J=11 cps, (CHZ 19); 5. 4,
sefial compleja que integra para 5H y que con DO pierde 2H

(C-H vinilicos 3,4 y 6).

U.V. *max. 234 (& 18,500), el valor calculado es de 234,
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Obtencién de 368,178, 19-Trihidroxi-4-androsteno-19-hemi-

succinato (XIV).

A un gramo de 3VB', 178, 19-trihidroxi-4-androsteno-19-me-
til succinato (V1) disueltos en 50 ml. de metanol, se agrega-
ron 500 mg. de KoCOgq disueltos en la menor cantidad de agua
posible, se dej6 agitando por 5 horas a 10°. Terminado es-
te tiempo se verti6 la soluci6én sobre 150 ml. de agua destilada,
se acidul6 con dcido clorhidrico conc., se extrajo con CH2012
varias veces, se lavl con agua a los extractos orgdnicos, y

se extrajo el hemisuccinato con solucién saturada de NaHCOg,
se acidulé el extracto acuoso con HC1, se extrajo con CH201 9
se lavé varias veces con agua, se secl con NaZSO 4 anhidro y
se evaporoé el disolvente, Se obtuvieron 430 mg. de un sélido
que cristalizé de acetona -éter pf=164.5-165. 2°, presentd las

siguientes caracteristicas.

I.R. KBr pastilla, ¥ max : 3380 (OH 38,178 y COOI1 del He-
misuccinato); 1735 (C=0 del succinato); 1700 (C=0, del grupo
dcido).

R.M.N. CDClg - DMSO dg :0.75, s, 3H (CHg, C-18); 2,62,

32



s, 4H (CHyCH, del succinato); 3, 62, t, J=8 éps, 1H (hidrége-
no base del OH en C-17); 4.09, t, ]=6 cps, 1H (hidrdgeno ba-
se del OH en C-3); 4. 38, sistema AB con J=11 cps, 2H (CHy

en C-19); 5.54, s, ancho con seﬁal en la base, 3H (1H, corres-
ponde al protén vinilico, y los 2H restantes a los OH de C-3

y C-17).

De la fraccion CH»C1 9 que no se extrajo con NaHCOg3, lavan-
do varias veces con agua, secando con NaZSO4 y eliminando
el disolvente, se obtuvieron 550 mg. de un sélido blanco que
se purificé por cristalizacién de acetona-éter pf=204. 5-206. 5
y que corresponde al informado para 4-androsteno-3 8, 178,

19-triol (XV) pf=202-205°28; 33,
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Obtencién de 3 8, 17 B8, 19-Trihidroxi-5 « -androstano-19-he-

misuccinato (XVI),

A 200 mg, de 38,178, 19-trihidroxi-5 @ ~androstano~19-me-
til succinato (VII) disueltos en 50 ml. de metanol, se agrega-
ron 100 mg. de KZCO3, siguiendo la técnica descrita en la pa-
gina 28 se obtuvieron 97 mg. de un sélido blanco que crista-
1iz6 de acetona-éter pf= 149-151, 5° y presenta las siguientes

caracteristicas,

I.R. KBr pastilla, ¥ max : 3420 muy intensa (COOH del suc-
cinato y OH 3 8 y 178 ); 1730 (C=0 del éster succinico); 1715

(C=0 de 4cido); 1160 ( C-O del éster ).

R.M.N. CDCl, - DMSO d; , 60 Mc : 0,78, s, 3H (CH, 18);
2,69, s, 4H (CHZCH2 del succinato); 3. 68, t, 2H (C-H bases
de OH 38 y 178); 4.38, s, 2H (CH, 19); 5.78, sefial ancha 3H

que desaparece con DO (COOH, OH 3y 178).

De 100 mg, de 38,178 ,19-trihidroxi-4-androsteno-19-hemi-
succinato (XIV), por hidrogenacién catalitica en las condicio-

nes ya descritas en la pagina 18 se obtuvo el mismo compues-
to (XVI),
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Obtencién de 19-Hidroxi-3, 17-dioxo-5 « -androstano-19-hemi-

succinato (XVII).

Un gramo de 19-hidroxi-3, 17-dioxo-5 a -androstano-19-metil
succinato (VIII) disuelto en 50 ml. de DMF y 5g, de Lil, se
mantﬁvo a reflujo 4 horas y siguiendo la técnica descrita en
la pdgina 30 se obtuvieron 750 mg. de un sdélido blanco que se
purificé por cristalizacién de éter-hexano pf= 149.9-150. 5° .

Present6 las siguientes caracteristicas.

[. R. KBr pastilla, ¥ max : 3420 ancha (COOH del hemisucci-
nato); 1740, (C=0 de cetona en el anillo de 5 miembros); 1715
(C=0 de cetona en el anillo de 6 miembros y C=0 del 4cido);

1050 (C-0 del éster).
" R.M.N. CDCl3 60 Mc : 0.85,s, 3H (CHg 18); 2.65, s, 4H
(CHy-CH, del succinato); 4.5, s, 2H (CH, 19); 9.0, s ancho

que desaparece con DQO, 1H (COOH del hemisuccinato).

E.M. M1 404, pico base m/e 108.
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DISCUSION Y RESULTADOS

La reaccién entre la 19-hidroxi-4-androsteno-3, 17-diona (I)

y el anhidrido succinico-en solucién piridinica, produce el 19~
hidroxi-3, 17—dioxo—4—androsteno—19-hemisuccinato (II) como
un s6lido amorfo identificado por sus reacciones quimicas y
sus datos espectroscopicos. Asi su espectro en el L. R. mues-
tra bandas a 3450 crim'1 muy ancha (vibraciones longitudinales
0O-H) que se asigna al grupo COOH del hemisuccinato, a 1740
cm ! sefial gruesa (vibraciones longitudinales C=0) que corres-
ponde a la cetona en C-17 y al carbonilo del éster succinico,

a 1720 cm™! (vibraciones longitudinales C=0) del grupo dcido
del hemisuccinato, a 1675 cm-1 (vibraciones longitudinales C
=0 de cetona e g no saturada) que corresponde a la cetona en
C-3 y finalmente a 1050 em™! (vibraciones longitudinales C-0)
que se asigna al éster succinico. El espectro de R. M. N. pre-
senta: una sefial sencilla a 0,92 é que integra para 3H (CHg,

en C-18); sefial sencilla a 2, 46 é que integra para 4H (-CO-
CH9CHg-) que indica la presencia del hemisuccinato en la mo-
lécula; un sistema AB centrado en 4.5 é con J=11 cps que in-
tegra para 2H (-CHqy-) en C-19 lo cual rectifica que el grupo

hemisuccinato se unid en el carbono 19 del esteroide; una se-
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fial sencilla en 5.91 & que integra para 1H el cual se asigné al

hidrégeno vinilico en la posicién C-4.

La solubilidad del compuesto (II) en base (NaHCO3 acuosa) y

la formacién.de un éster metilico por su reaccién con diazome-
tano2’ revelan la presencia del grupo COOH, El espectro de
U.V. presenta *max. 237 (& =14, 500) lo cual confirma la pre-
sencia del doble enlace en C-4 conjugado a la cetona en la po-
gicién 3 del esteroide. EIl espectro de masas presenta ion mo-
lecular a m/e 402 que corresponde al peso molecular del com-

puesto (II).

Un problema que obstaculizé la purificacién de los C-19 hemi-
succinatos fue obviamente su elevada polaridad y la facil des-
composicién en los adsorbentes, no obstante se intentd purifi-
carlos con adsorbentes desactivados, pero la purificacién re-
sult6é deficiente. Para evitar este problema se prepard un de-
rivado (éster metilico) el cual es posible purificar con menos
dificultad y posteriormente por una reaccién selectjwa de halo-
genolisis o saponificacion permite la éi‘ntesis de los C-19 he-

misuccinatos,
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Para formar el derivado 19-hidroxi-3, 17-dioxo-4-androsteno
-19-metil succinato (III), ée efectué una metilacién del com-
puesto (II) usando diazometano2? en éter como agente alquilan-
te. El éster metilico (III) es un sélido amorfo insoluble en
NaHCO3 acuoso; su espectro én el I. R. presenta bandas a 2850
cm1 '(Vibraciones longitudinales C-H) que comprueba la pre-
sencia del grupo metoxilo del éster; a 1740 cm~1 (vibraciones
longitudinales C=0) de la cetona en C-17 y los ésteres del gru-
po metil succinato en la molécula; a 1670 cm™1 (vibraciones
longitudinales C=0) de los ésteres presentes en el esteroide,
"En R.M.N. a 60 Mc. muestra en 0,91 é sefial sencilla que in-
tegra para 3H (CHg, en C-18); otra sefial sencilla en 2,58 9
(iue integra para 4H (-CO-CH9CH,~) del grupo succinato; en
3.68 ¢ una sefial sencilla que integra para 3H (-OCHg), lo cual
comprueba la presencia del éster metilico; sistema AB cen-
trado en 4.45 & con J=12 cps que integra para 2H asignados
al C-19; finalmente en 5.9 é una seifial sencilla que integra pa-

ra 1H que indica la presencia del protén vinilico en C-4.
El espectro de U.V. presenta A max, 237 ( € =15, 800) lo que
confirma la presencia de la cetonaegno saturada del anillo

A. Su espectro de masas muestra ion molecular a m,e 416
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que corresponde al peso molecular del compueéto (111).

Usando como materia prima el 19-hidroxi-3, 17-dioxo-4-an-
drosteno-19-metil succinato (III), se efectud una reduccién se-
lectival? del carbonilo en la posicién 17 del esteroide. La re-
duccién selectivé de la 19-hidroxi-4-androsteno-3, 17-diona

(I) con NaBH 4 €N metanol ya ha sidQ informada previamente
por Norymberskil9 con un 70% de rendimiento en C-17, El
compuesto 178, 19—dihidroxi—3—oxo—4~androsteno-19—metil
succinato (IV), mostrd esa selectividad, aisldndose de esta
reaccidn el 3, 17-diol respectivo (VI) de pf=159, 4-160. 5°, en
un 30% aproximadamente; esta substancia se caracterizo por
sus datos espectroscépicos. Su espectro de 1. R. muestra ab-
sofcién a 3360 me! (vibraciones longitudinales O-H) de los
grupos hidroxilo en C-38 y C-178 ; a 1732 cm~1 (vibraciones
longitudiﬂales C=0) se asignd a los grupos éster del metil sﬁc-
cinato. En R.M.N, a 100 Mc. presenta una éeﬁal sencilla en
0. 8 & que integra para 3H (CHS’ en C-18); una seiial sencilla
en 1.95 & que integra para 2H y que desaparece con D9O lo
que indica se trata de log protectores hidroxilicos presentes
en el esteroide; estos datos junto con los ya mencionados en

la parte experimental confirmaron la estructura del 38,178
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19-trihidroxi-4-androsteno-19-metil succinato (V1) aislado de

la reduccidn,

Después de algunos experimentos negativos utilizando otros
disolventes (etanol, isopropanol en lugar de metandl), se en-
contr6 finalmente que una fnejor selectividad se podria alcan-
zar si se verificaba la reaccién a temperatura mds baja (= -
78%. El producto asi obtenido se purificé por cromatografia
en capa fina (para separarlo de materia prima y pequefias can-
tidades del 3, 17-diol) obteniéndose el producto deseado 178,
19-dihidroxi-3-ox0-4-androsteno-19-metil succinato (IV), con
un 40% de rendimiento, La caracterizacién de esta substancia
se hizo por los métodos usuales; su espectro de 1. R. presentd
absorcién a 3420 cm™L (vibraciones longitudinales O-H) que

se asigné al grupo hidroxilo en la posicién C-178, a_1740 cm™1
(vibraciones longitudinales C=0) se asigné a los grupos carbo-
nilo de los ésteres del succinato; a 1668 cm™1 (vibraciones lon-
gitudinales C=0 de cetona « g no saturada) de la cetona en C-3,
En R.M.N. a 60 Mc. presenta: en 0.78 & una séﬁal sencilla
que integra para 3H (CHg, en C-18); en 1. 896 sefial sencilla
que integra para 1H, que desaparece con D70, lo cual confir-

ma la presencia del OH en C-178 ; en 2.58 é sefial sencilla que
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integra para 4H (-CO-CHyCHg-); en 3. 68 & sefial sencilla so-
brepuesta a un triplete en la base que integra para 4H, de los
cuales 3 de ellos se asignan al (-OCHg) y uno al hidrégeno ba-
se del hidroxilo en C-178 ; un siétema AB centrado en 4.45 ¢
con J=11.5 cps que integra para 2H y se asigna al (-CHy-) en
C-19; en 5.9 sefial sencilla ancha que integra para 1H corres-
pondiente al protén vinilico en C-4. El espectro de U. V. pre-
senta A max. 238 ( € =15, 400) lo que nos confirma la presen-
cia de la cetona ¢ g no saturada. El espectro de masas pre-

senta ion molecular a m/e 418 que corresponde a la f6rmula

Co4 Hzg Og-

Estos datos estdn de acuerdo con la estructura propuesta pa-
ra el 178, 19-dihidroxi-3-oxo-4-androsteno-19-metil succi-

nato (1V).

Posteriormente se buscd una técnica adecuada para llevar a
cabo hidrogenaciones cataliticas en sistemas 4,3 cet021, sin
embargo en los trabajos publicados se obtuvieron mezcla de
productos S @ y 58, usando Pd/C como catalizador. No obs-

tante Knox y colaboradores31 informan del caso de la 19-hi-

droxi-4-androstendiona, en la cual al hidrogenar los C-19 és-
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teres se observa una clara tendencia a incrementar la canti-
dad del isémero 5 &, En nuestros compuestos tanto hemisuc-
cinatos como metil succinatos, al ser hidrogenados con Pd/C
al 10% nos dio como producto principal el isdmero 5« , €sto
posiblemente se debid a que el sustituyente en C-19 es un gru-

po grémde y facilita la formacién del is6mero AB trans,

El compuesto 17 8, 19-dihidroxi-3-oxo-4-androsteno-19-me-
til succinato.(IV) se sometié a una hidrogenacién catalitica con
Pd/C al 10%, temperatura ambiente y presién ligeramente su-
perior a la atmogférica durante dos horas y media, dando co-
mo producto un gbélido amorfo que no cristalizd y se identifi-
c6 por sus datos espectroscépicos como el compuesto 178,

19-dihidroxi-3-0x0-5 @ -androstano-19-metil succinato (V).

En el I. R. mostré bandas a 3450 cm'1 (vibraciones longitudi-
nales O-H) correspondiente al OH en C-178 ; a 1732 cm™1 (vi-
braciones longitudinales C=0) que se agigna a los carbonilos

de los ésteres del succinato; en 1715 cm™? (vibraciones longi-
tudinales C=0) que se agigna a la cetona en el anillo de 6 miem-
bros en bla posicién C-3, lo que nos demuestra que el doble en-

lace en C-4 no estd. En R.M.N. a 60 Mc. presenta en 2, 68 &
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una sefial sencilla sobrepuesta a una sefial ancha que desapare-
ce con Dy0O e integra para S5H, de los cuales 4 de ellos se asig-
nan a (-CO-CHyCHy-) y el hidrégeno restante al OH en C-178 ;
otra sefial importante que indicé el cambio de estructura en la
molécula fue en 4,56 una sefial sencilla que integra para 2Hy
que se asigné al (-CHy-) en C-19. El espectro de masas pre-
gsenta ion molecular a m/e 420 que corresponde al peso mole-
cular del compuesto (V). Con estos datos incluyendo los de

la parte experimental, se identificé plenamente el derivado
17 8, 19-dihidroxi-3-0x0-5 @ -androstano-19-metil succinato

(V).

Al compuesto 38,178, 19-trihidroxi-4-androsteno-19-metil
succinato (VI) se le hidrogend en las condiciones descritas en
la pagina 22 y se obtuvo un s6lido amorfo que se identificé por
sus datos espectroscdpicos como el compuesto 38,178,19-
trihidroxi-5 a -androstano-19-metil succinato (VI[). Asi su
egpectro en el I. R. muestra bandas a 3420 cm™1 (vibracioncs
longitudinales O-H) que se asignan a los grupos hidroxilo en
C-38 y C-178 a 1730 cm™! (vibraciones longitudinales C=0)
que corresponde a los grupos carbonilo de los ésteres del suc-

cinato, En R.M.N. a 60 Mc. presenta en 2.0 8 una sefial sen-
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cilla que integra para 2H y que desaparece con DZO lo que in-
dica se trata de los protones hidroxilicog en C-3By C-178 ;
a3.7d4 una seﬁai sencilla con seiial ancha en la base que in-
tegra para SH de los cuales 3 de ellos corresponden al (—OCHS)
y log 2 restantes a log hidrégenos base de los alcoholes en C
-38y C-17 B . En la parte experimental se describen todos
los datos espectroscépicos que ayudaron a la identificacién del

compuesto (VII),

Para completar la serie de derivados metil éster, se hidroge-
n6 en las condiciones descritas en la pdgina 23 el compuesto
19-hidroxi-3, 17-dioxo-4-androsteno-19-metil succinato (III)
obteniéndose en este caso un s6lido blanco c;)n pf=144-146° que
se identificé como el 19-hidroxi-3, 17-dioxo-5 « -androstafio-
19-metil succinato (VIII). El espectro de [. R, mostré absor-
cién a 1740 crn"l (vibraciones longitudinales C=0) se agigné
ala cetona en.C-17 y los carbonilos de los ésteres del succi-
nato; a 1715 cm™1 (vibraciones longitudinales C=0) de la ceto-
na en C-3, lo que nos indica que desaparecié la conjugacién
con la doble ligadura en C-4; en 1150 cm™1 (Vibraciones; longi-
tudinales C-0) de los ésteres del succinato, En R.M.N. a 60

Mc. desaparece el sistema AB y en su lugar a 4, 51 é presenta
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una sefial sencilla que integra para 2H que se ésigna al (-CH,
-) en C-19. El espectro de masas presenta ion molecular a
m/e 418 que corresponde al peso molecular del compuesto
(VIII). El andlisis elemental fue correcto para Coy Hay Oge
(Todos los datos esgpectroscépicos se describen en la parte ex-

perirﬁental).

La siguiente reaccién necesaria en la sintesis, deberia elimi-
nar selectivamente el éster metilico y formar el hemisuccina-
to correspondiente, Esto seria posible hidrolizando el éster
metilico con K2C03 en solucidn metandlica a temperatura am-
biente o bien empleando reacciones como halogenolisis 25 cu-
yo mecanismo de reaccién es un ataque nucleofilico del ion ha-
luro del Lil, al dtomo de carbono del metilo, llevando un pa-
pel muy impozrtante el disolvente DMFE (N, N-dimetil formami-

da) en la eficiencia de la reaccién,

La preparacién del compuesto 173, 19—dih'1droxi—3—oxo—4-an—
drosteno-19-hemisuccinato (IX) se efectud a partir del deriva-
do 173 , 19-dihidroxi-3-o0x0-4-androsteno-19-metil succinato
(IV) mediante una halogenolisis con yoduro de litio en exceso

y DMF a reflujo durante seis horas y media, Se obtuvo un s6-
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lido amorfo que no fue posible cristalizar y présentc’) lag si-
guientes caracteristicas espectroscopicas. El egpectro de L.
R. mostrd absorcién a 3420 cm™! muy ancha (vibraciones lon-
gitudinales O-H) se aéigna al grupo OH en C-178 vy al grupo
carboxilico del hem'}succinato; a 1740 cm~1 (vibraciones lon-
gitudihales C=0) del grupo carbonilo del éster en el hemisuc-
cinato, a 1720 cm™1 (vibraciones longitudinales C=0) se asig-
na al carbonilo del grupo dcido del hemisuccinato; a 1670 cm!
(vibraciones longitudinales C=O de cetona « no saturadas) de
la cetona en C-3; a 1160 cm™! (vibraciones longitudinales C-0)
del grupo éster y hemisuccinato. En R.M.N. a 60 Mc. pre-
senta: una sefial sencilla en 0.79 8§ que integra para 3H del
(CHg, en C-18); en 2.59 § sefial sencilla que integra para 4H
(-CO-CH45CH,y-); un sistema AB centrado en 4,45 8 con J=11
cps que integra para 2H (—CEIZ-) en C-19; en 5. 68 & una sefial
sencilla ancha que integra para 2H y que desaparece con D90,
esta seflal se.asigna al OH en C-17/3 y al COOH del hemisuc-
cinato; en 3. 91 8§ sefial sencilla que integra para 1H y que per-

tenece al protén vinilico en C-4.

El espectro de U.V. presenta * max. 239 ( & =14, 000) lo que

comprueba la presencia de la cetona aB no saturada en C-3.
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Esgtos datos permitieron identificar plenamenté al compuesto

(IX).

Para confirmar la est-ereoqui‘mica del grupo hidroxilo en la po-
sicién C-17 del esteroide, se efectud una saponiﬁcacién23 con
KZCOé en solucién metanol-agua, dando como resultado la hi-
drolisis del éster metilico al hemisuccinato con una selectivi-
dad de 40% y la formacidn de la 19-hidroxi testosterona la cual
aparece informada con pf=201—203°28f 29,30y 32 que coincide
con €l obtenido., Esto nos confirmé que los compuestos redu-

cidos en C-17 corresponden a los 178 alcoholes.

De la hidrogenacién catalitica efectuada al compuesto 173 ,
19-dihidroxi-3-0x0-4-androsteno-19-hemisuccinato (I1X), se
obtuvo un sélido amorfo que no fue posible cristalizar y se
identificé como el 17,3 , 19-dihidroxi-3-0x0-5 « -androstano-
19-hemisuccinato (X). A continuacidén se describen algunos

de los datos espectroscdpicos que junto con los ya menciona-
dos en la parte experimental ayudaron a la identificacién del
compuesto (X). En el espectro de I. R. mostré absorcién a
3420 cm™! muy ancha (vibraciones longitudinales O-H) se asig-

né al grupo OH en C-173 y al COOI del hemisuccinato; a 1735
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cm~! (vibraciones longitudinales C=0) de los grupos carboni-

lo del hemisuccinato; a 1715 cm™! (vibraciones longitudinales
(C=0) de la cetona en la posicién C-3 del esteroide lo confirma
que ya no hay insaturacién en C-4, En R.M.N. a 60 Mc, pre-
senta en 4,52 & una sefial sencilla que integra para 2H y que se
asigna al (-CHZ—) en C-19, nuevamente en este caso no apare-
ce el sistema AB; en 6,0 8 una sefial muy ancha que integra
para 2H que desaparece con D5O y por lo tanto se asigna al gru-

po OH en C-178 y al COOH del hemisuccinato,

A fin de comprobar que en las hidrogenaciones cataliticas?!

se forma como producto principal el isbmero 5 «, se sometid

a saponificar en condiciones mds fuertes (temperatura mds ele-
vada y con exceso de KZCO3) el compuesto 17B , 19-dihidroxi-
3-0x0-5 a ~androstano-19-metil succinato (V), reaccién de la
que se obtuvo como producte principal el 178 , 19-dihidroxi-5a
-androstano-3-ona (XII), s6lido cristalino con pf= 149-151, 2°

el cual aparece informado en la literaturad! como el isémero
19-hidroxi-5 a -dihidrotestosterona (XII); con lo cual se con-
firman las estructuras propuestas para los compuestos C-19

hemisuccinatos y metil succinatos sometidos a hidrogenacién

catalitica,
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Al intentar obtener el compuesto 38,178 , 19-trihidroxi-4-
androsteno-19-hemisuccinato (XIV) por medio de una haloge-
nolisis del compuesto 38, 178 , 19-trihidroxi-4~androsteno-
19-metil succinato (VI),' se obtuvo accidentalmente el compues-
to 178 " 19-dihidroxi-3, 5-androstadieno-19-hemisuccinato
(XIII).' Se explica la formacién de este compuesto debido que
el alcohol alilico en la posicién 3 del esteroide se deshidrata
facilmente en presencia de trazas de dcido o de dlcali para for-

mar dieno s34.

E1 producto obtenido de esta reaccién fue un sélido cristalino
de pf=162-169°, que se identificé por sus datos espectroscopi-
cos. El espectro de 1. R. mostré absorcion a 3320 cm™L (vi-
braciones longitudinales O-H) se asigna al grupo OH en C-178
y al COOH del hemisuccinato, a 3020 cm™L (vibraciones longi-
tudinales C-H vinilico) que se asignaron a las uniones en C-3,
C-4yC-6;a 1740 cm™! (vibraciones longitudinales C=0) del
grupo éster del hemisuccinato; a 1700 cm-1 (vibraciones lon-
- gitudinales C=0) que corresponde al grupo dcido del hemisuc-
cinato. El egpectro de R.M.N. a 60 Mc, presenta en 0,78 §
una sefial sencilla que integra para 3H (CH3, en C-18); en 2,

58 & seflal sencilla que integra para 4H (—CO—CEIngz-) ; en
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3.62 & un triplete que integra para 1H y se asigna al hidrdge-
no base del alcohol en C-178 ; un sistema AB centrado en 4. 12
con J=11 cps que integra para 2H correspondientes al (-CHZ-)
en C-19; en 5. 4 § sefial compleja que integra para SH de los
cuales 2 de ellos desaparecen con DyO y se asignan al OI;I en
C-17R y al COOH del hemisuccinato, y los 3 hidrégenos res-

tantes pertenecen a protone vinilicos de C-3, C-4 y C-6.

En el espectro de U. V. presenta *max, 234 ( & =18, 500) que
en comparacién con el 3,5 Colestadienoso que tiene una €=
20, 000. Estos datos comprobaron la estructura propuesta pa-

ra el compuesto (XIII).

En vista que la halogenolisis no funcioné .pa_ra darnos el com-
puesto deseado, se probd la saponificaci()n23 del éster me-
tilico con KZCO3 en solucién metandlica. Esta reaccién fa-

- vorecid la formacion del compuesto 4-androsteno-358 , 178 , 19
-triol (XV), s6lido cristalino con un pf=205-206. 5° y que co-
rresponde al informado28; 33 para dicho compuesto; ademds

se form6 un 40% de 3B , 178 , 19-trihidroxi-4-androsteno-19-
hemisuccinato (XIV), que se identificé por sus datos espectros-

coépicos. En el espectro de 1. R. muestra absorcién a 3380 cm™!
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muy ancha (vibraciones longitudinales O-H) que> corresponden
a los grupos OH en C-38 , 17 8 y al COOH del hemisuccinato;
a 1735 cm™L (vibraciones longitudinales C=0) del éster del he-
misuccinato; a 1700 cm™1 (vibraciones longitudinales C=0) que
se asigna al grupo dcido del hemisuccinato., En R.M.N, las
sefiales més interesantes fueron en 3,62 § una sefial triple mal
formada con J=8 cps que integra para 1H y se asigna al protén
base del hidroxilo en C-178 ; en 4.09 § otra seifial triple mal
formada que integra para 1H y gse agigna al hidrégeno base del
OH en C-3 ;en 5,54 § aparece una sefial sencilla ancha que
integra para 2H de los cuales uno pertenece al protén vinilico
en C-4 y el otro al OH en C-178 , ademdis en la base de dicha
seflal aparece otra mal formada y se asigna al OH en C-3 vya

que desaparece con D,0.

Para preparar el compuesto 38,178 , 19-trihidroxi-5 & -andros-
tano-19-hemisuccinato (XV1I) se efectud la hidrogenacién cata-
litica del 3B, 173 , 19-trihidroxi-4-androsteno-19-hemisucci-
nato (XIV), Otro camino para obtenerlo fue mediante la sapo-
nificacién?3 de su éster metilico (VII) con K2(303 en solucién
metanélica, obteniéndose por ambos caminos un sélido crista-

lino con pf=149-152° que presenta las siguientes caracteristi-
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cas. En el egpectro de L. R. presenta absorcién a 3420 cm™1
muy ancha (vibraciones ldngitudinales 0-H) de los grupos OH
en C—3B , C-178 y el COOH del hemisuccinato; a 1730 cm™!
(vibraciones longitudinales C=0) banda que se asigné al carbo-
nilo del éster en el hemisuccinato; a 1715 cm-1 (vibraciones
longi'ﬁudinales C=0) correspondiente al COOH del hemisucci-
nato., En R.M.N. a 60 Mc. las sefiales mds interesantes fue-
ron: en 3., 68 § sefial compleja que integra pdra 2H y se asign6
a los protones base de los OH en C-33 y C-17B en 4,38 8 una
sefial sencilla que integra para 2H que cor'responde al (-ClHy-)
en C-19 y a 5.78 & una sefial ancha que integra para 3H que
desaparece con DZO lo cual indica se trata de protones hidro-

xflicos en C-38 , C-178 y al COOH del hemisuccinato,

Final mente se obtuvo el 19-hidroxi-3, 17-dioxo-5 @ -androsta-
no-19-hemisuccinato (XVII) empleando para ello el correspon-
diente éster metilico (VIII) como materia prima. La ruptura
del grupo éster se hizo mediante una halogenolisis25 con un
rendimiento de 77%. También se probd la saponﬂ:‘icacic‘m23
con KyCOg en solucién metan6lica con un rendimiento de 61%

del compuesto (XVII).
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En ambos casos se obtuvo un sélido cristalino con pf=149-

150. 27 que se identifico pdr sus datos espectroscépicos. En
el I. R, present6 absorcién a 3420 cm™! muy ancha (vibracio-
nes longitudinales O-H) banda que se asigna al grupo COOH
del hemisuccinato; a 1740 cm™1 (vibraciones longitudinales
C=0) Que pertenece a la cetona en C-17; a 1715 cm™! (vibra-
ciones longitudinales C=0) correspondiente a la cetona en C-3
y al carbonilo del COOH en el hemisuccinato., En R.M.N. a
60 Mc. presenta a 0. 85 8 una sefial sencilla que integra para
3H (CH3, en C-18); en 2.65 8 sefial sencilla que integra para
4H del (—CO«CEIZCEIZ-COOH); nuevamente en este caso en lu-
gar del sistema AB aparece en 4.5 8§ una seiial sencilla que in-
tegra para 2H correspondientes al (—CHZ—) enC-19yen9.08
unia sefial sencilla ancha que desaparece con D90 e integra pa>—
ra 1H el cual se asigna al COOH del hemisuccinato. El espec-
tro de masas presenta ion molecular a m/e 404 que correspon-
de al pesgo _mo.lecular del compuesto (XVII) el cual quedd iden-

tificado satisfactoriamente,
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RESUMEN

Se prepararon log C-19-Hemisuccinatog descritos a continua-
cién, con objeto de qué pudieran formarse conjugados con pro-
teinas y éstos sirvieran como antigenos que generaran la pro-
duccién de anticuerpos especificos contra las hormonas corres-

pondientes.

Estos fueron los C-19-Hemisuccinatos de: testosterona (IX),

de 5, ¢ -dihidrostestosterona (X), de 4-androsteno-3, 17-diona
-(II) y 4-androsteno-33, 178 -diol (XIV), Como se encontra-
ron los C-19 Hemisuccinatos de 5 « -androstano-38 , 172 -diol
(X1V) y el 5 e -androstano-3, 17-diona (XVII), ademéds se con-
t6 con la obtencién accidental del C-19 Hemisuccinato de -3, 5-

androstadién-173 -ol (XII),

Para la sfnt_esis de estbs compuestos hubo la necesidad de pre-
parar el derivado metil éster correspondiente, debido a que
los hemisuccinatos son compuestos muy polares y es dificil

su purificacién, Las reacciones utilizadas para la sintesis de
los compuestos antes mencionados, son descritas en los esque-

mas 1,2,3 y 4.
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