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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion contempla los métodos de esterificacion
de la epiandrosterona con diferentes agentes acilantes, empleando como catalizador
nucleofilico la DMAP (4-N,N-dimetilaminopiridina), acido maldnico, succinico y
anhidrido succinico; con anhidrido succinico se obtuvo 20 % de rendimiento. Una
vez obtenido el producto esterificado, se realiz6 la reduccién del grupo carbonilo del
acido carboxilico con diborano (B;Hg) en presencia de un éster, obteniéndose un 82
% de rendimiento. Este producto de reduccion actué como nucleodfilo empleando
Diciclohexilcarbodiimida como catalizador, en el acoplamiento con la fenilalanina
protegida con &cido trifluoroacetico, donde se obtuvo un 16% de rendimiento. Las
reacciones fueron seguidas mediante el uso de cromatografia de capa fina y los
productos obtenidos en cada paso caracterizados mediante técnicas

espectroscopicas.
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LISTADO DE ABREVIATURAS EMPLEADAS

COMPUESTO ABREVIATURA ESTRUCTURA

N,N-Dimetilformamida DMF

Diciclohexilcarbodiimida DCC Q




Epiandrosterona EA




1. INTRODUCCION

En el ambito actual,los procedimientos experimentales para la sintesis de
nuevos compuestos tienden, principalmente, a la preparacion de farmacos o
drogas. En el area de la medicina, esto ha sido de sumo interés con la finalidad de
encontrar la cura de enfermedades y por otro lado, en el dmbito deportivo, el

aumento del rendimiento fisico del atleta.

Los esteroides, tanto naturales como sintéticos, han sido usados para
combatir un amplio espectro de enfermedades, incluyendo aquellas producidas
por virus, ya que estos se encargan de evitar ya sea la entrada, establecimiento o

reproduccién del virus en las células del organismo.[1]

Este trabajo de investigacion esta enmarcado dentro de un proyecto en el que
se llevan a cabo modificaciones estructurales en Androstanos de origen comercial,
con el fin de generar una serie de compuestos a los que posteriormente se le
realizaran ensayos biologicos y estudios de modelaje molecular. Basandose en
resultados previamente obtenidos en el trabajo en conjunto entre el Laboratorio de
Productos Naturales de la Facultad de Ciencias-UCV Yy el Instituto de Biomedicina
Facultad de Medicina, UCV; sobre el uso de Androstanos como antivirales,
especificamente contra el dengue y la fiebre amarilla, se ha planteado realizar
modificaciones sobre la Epiandrosterona mediante reacciones de esterificacion y
posible acoplamiento de aminoacidos, con la intencion de estudiar el
comportamiento de los productos generados por dichas transformaciones como

agentes antivirales.



2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Terpenos

Entre las estructuras de esteroides mas estudiadas tenemos la de los
Androstanos, los cuales son terpenos tetraciclicos.

Los terpenos forman una gran familia que presentan diversas estructuras de
productos naturales derivados de las unidades de isopreno, el cual contiene cinco
atomos de carbono. La clasificacion de los Terpenos, se pueden agrupar de
acuerdo al numero de unidades de isopreno, en Hemiterpenos (una Unidad);
Monoterpenos (dos Unidades); Sesquiterpenos (tres Unidades); Diterpenos
(cuatro Unidades); Sesterpenos (cinco Unidades); Triterpenos (seis Unidades); y
tetraterpenos (siete Unidades) (figura 1). Dentro de los triterpenos estan los
tetraciclicos y pentaciclicos. De los primeros hay dos series de compuestos
principales que se diferencian en su estereoquimica y en la fusion de los anillos:
Protostanos y Apo-eufanos (figura 2). Entre los protostanos se encuentran los
esteroides, que es un grupo de sustancias que pueden presentar 0 no, una
cadena lateral en C-17, asi como los metilos angulares en C-10 y C-13. Se

designha como esteroides entonces a los derivados de pregnano, androstano,

P

estrano y gonano. [2]
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Figura 1: Clasificacion de los Terpenos.
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Figura 2: Clasificacion de los Terpenos

2.1.2 Androstanos

Los Androstanos, constituyen una parte de la familia de los Terpenos, los
cuales son un largo y estructuralmente diverso conjunto de productos naturales,
derivados de la unidad de isopreno C5. Dentro de los triterpenos, encontramos
una serie de compuestos con diversas modificaciones estructurales, los cuales
son clasificados como Esteroides, siendo los Androstanos una clase de
esteroides, con sistemas de anillos tetraciclicos o ciclopentano-perhidrofenantreno
(figura 3), destacandose ademas otras variedades donde encontramos
sustituciones de cadenas alifaticas o metilos principalmente en los carbonos 10,
13y 17, asi como la aromatizacion de anillos, variedades producidas naturalmente
a partir de modificaciones sobre el lanosterol, cuyas modificaciones,
especialmente en las cadenas laterales, crean un amplio rango de productos,

como por ejemplo, esteroles, saponinas esferoidales, glucosidos cardio-activos,



acidos biliares, corticosteroides y hormonas sexuales de mamiferos. Dada la
actividad biolégica conocida de diversos esteroides naturales, los mismos
funcionan como base para la obtencién de compuestos esteroidales sintéticos o

semi-sintéticos empleados en la medicina.

Es posible inferir que la marcada diferencia en la actividad biologica
observada entre compuestos que poseen la mismo esqueleto estructural, como
por ejemplo, aquellos basados en el esqueleto de Androstanos, son en parte
atribuidos a los grupos funcionales encontrados en la estructura, asi como a la

forma conferida por estos ndcleos y la estereoquimica de los anillos fusionados.

Figura 3: Sistema de anillos tetraciclicos o ciclopentano-perhidrofenantreno.

La estereoquimica observada en la naturaleza es muy especifica y cambia
segun sea el organismo donde se sintetice el esteroide, podemos encontrar en la
naturaleza fusiones entre anillos transycis, asi como diferentes insaturaciones,
estas son expresadas como A y un superindice indicando el carbono donde
comienza dicha insaturacion, para el caso de esteroides naturales es comun

encontrar A* y A°.

Podemos mencionar algunas estructuras esteroidales encontradas en la
naturaleza y que se destacan por su influencia en el funcionamiento del
organismo, por ejemplo, el colesterol es un triterpenoide comun y esencial en los
animales, producido a partir de modificaciones sobre el lanosterol, este es un
constituyente esencial de las membranas celulares; las modificaciones naturales,

pueden ser reproducidas en el laboratorio y asi como el lanosterol es modificado



por los organismos, otros esteroides pueden ser base para modificaciones
sintéticas. El empleo de materiales de partida de origen natural, disminuye el

inconveniente de reproducir la estereoquimica estructural. [3]
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Figura 4

2.2 Esteroides como antivirales

Como evidencia de la propiedad antiviral de los compuestos esteroidales, en
trabajos previos, donde se realiz6 estudios in Vitro, se ha demostrado que algunos
derivados sintéticos de esteroides de origen vegetal (brassinosteroides) presentan
actividad frente a diversos virus, entre ellos el virus Junin (JUNV), agente
etiologico de la fiebre hemorragica argentina.

Se ha evaluado también la actividad de esteroides de origen animal y de una
serie de derivados obtenidos por sintesis quimica frente a virus patdégenos para el
hombre. Estos estudios proponen que la dehidroepiandrosterona (DHEA) (figura 5)
actta en el ciclo de replicacion de virus como los de la encefalitis japonesa y el
virus de la inmunodeficiencia tipo | (HIV-1). [4]

Al estudiar la replicacion del Virus de la Encefalitis Japonesa (JEV) en

lineas celulares de neuroblastoma de Murina (N18), se encontr6 que la



dehidroepiandrosterona (DHEA) suprime los efectos citotoxicos y la apoptosis
inducida por el virus, asi como su replicacion y propagacion dependiente de su

concentracion (a partir de 50 yM).

Estudios sobre el virus de la inmunodeficiencia HIV y FIV in vitro realizados
con DHEA, dexametasona o andlogos sintéticos, han demostrado que estos
compuestos esteroidales tienen propiedades antivirales directas contra el Virus de
Inmunodeficiencia Humano (VIH) o el virus de inmunodeficiencia felino (FIV),

dependiendo de la dosis. [4]

Los estudios acerca de la accion inhibidora de DHEA en la inefectividad del
virus Junin (JUNV) arrojaron que no ejercia efectos en los diferentes procesos de
adsorcidn e internalizacion viral; por otro lado, al examinar el efecto del agregado
de DHEA o EA (50ug/ml) a distintos tiempos post-infeccion sobre la expresion de
la proteina viral N (proteina de nucleo cépside) se apreci6 un maximo efecto
inhibitorio de los compuestos (95% de inhibicion) cuando los mismos se
encontraban presentes durante las primeras horas de la infeccion. Se determiné
asi que el agregado de los compuestos una vez transcurrida la internalizacién de
las particulas virales (2 h post-infeccion) inhibe la sintesis de proteina N producida

a lo largo de un unico ciclo de replicacion viral. [4]
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Figura 5: Dehidroepiandrosterona (DHEA)



2.2.1 Fiebre amarilla

La fiebre amarilla es una infeccion viral aguda de gravedad variable, de
degradacion internacional obligatoria, causada por un arbovirus y transmitida por
un mosquito de la familia Flaviviridae, se manifiesta en dos formas: la selvética,
transmitida por diversas especies de Haemagogus y la urbana , transmitida por
Aedes Aegypti. La fiebre amarilla es una enfermedad infecciosa rara en Occidente.
El virus que la produce se presenta en formas epidémicas o endémicas en
Suramérica y regiones de Africa del este, especialmente en Liberia, Ghana,
Nigeria y paises vecinos. Los seres humanos y otros primates, adquieren la
infeccion por la picadura de mosquitos infectados. Después de un periodo de
incubacion de 3-5 dias, el virus aparece en sangre y sirve como fuente de
infeccién para otros mosquitos. Para que el mosquito sea capaz de transmitir el

virus, éste tiene que replicarse en su intestino y pasar a las glandulas salivares. [5]

2.2.2 Dengue

El dengue es una enfermedad rara benigna, de origen virico, que es
causada por varios virus transmitidos por artrépodos, del tipo de los arbovirus. Se
caracteriza por fiebre bifasica, dolores musculares o en las articulaciones,
erupcion cutanea de color rojizo, leucopenia y linfadenopatias. Las epidemias por
dengue han sido frecuentes hasta principio del siglo XX en las areas templadas de
América, Europa, Australia y Asia. En la actualidad es endémica en Asia tropical,
islas del sur del Pacifico, norte de Australia, Africa tropical, Caribe, Centroamérica
y Suramérica. Los brotes de dengue en las areas urbanas infectadas por Aedes
Aegypti pueden ser explosivos; pudiendo afectar hasta el 70-80% de la poblacion.
Los virus que causan el dengue clasico, son transmitidos por mosquitos de la
familia Stegomyia Aedes Aegypti, un mosquito que pica durante el dia. En la
mayoria de las areas tropicales Aedes Aegypti estd muy urbanizado y se cria en el

agua almacenada para beber o bafiarse, o en el agua de lluvia recogida en



cualquier recipiente. La enfermedad se produce sobre todo en los nifios mayores
yen los adultos. La propagacion de una epidemia se produce fundamentalmente a
través de seres humanos en fase virémica (con capacidad de transmitir el virus
gue se esta replicando en su sangre) y sigue las principales lineas de transporte

urbano. [5]

Motivacién: En la busqueda de Androstanos como antivirales, se ha planteado
realizar modificaciones sobre la Epiandrosterona mediante reacciones de
esterificacidon y posible acoplamiento de aminoacidos. Estas reacciones se llevan a

cabo en presencia de catalizadores nucleofilicos y/o basicos.

2.3 Catalisis nucleofilica

La participacion de catalizadores nucleofilicos como agentes que facilitan
reacciones de acilacion, esterificacion, acetilacion, alquilacion, carbodimidacion,
lactonizacién, reaccion de Baylis-Hillman entre otras, ha tomado un gran auge
debido a la necesidad creciente de promover reacciones organicas mediante
condiciones suaves que ademas permitan la obtencion de un producto de alta
pureza. El interés en estas reacciones es la sintesis de moléculas complejas que

podrian, entre otras cosas, ayudar a combatir algunas enfermedades. [6]

A mediados del siglo XX se estudio el empleo de piridina como catalizador
nucleofilico. Estudios posteriores de sus derivados dieron con que el uso de
moléculas del tipo 4-dialquilaminopiridinas generaban en condiciones de reaccion

suaves, mejores rendimientos, ademas de productos mucho mas limpios.

Como ejemplo de un proceso de catdlisis nucleofilica tenemos la
descomposicion del anhidrido acético en piridina. Se puede proponer la formacion
de un ion acetilpiridinio como intermediario, seguido por el ataque del agua, que es
un mal nucledfilo, por ultimo la salida de la piridina y formacion de &acido acético

como ilustra la figura 6; donde R=H 6(CHg3),N.



Figura 6: Mecanismo de la descomposicion del anhidrido acético en piridina.

A partir de piridina se pueden sintetizar 4-dialquilaminopiridinas en dos
pasos [7] (figura 7). Comparados con la piridina, estos derivados son
aproximadamente 104 veces mas activos cuando se usan como catalizadores de
acilaciones. Estos catalizadores estan usandose cada vez con mayor frecuencia
para reacciones de acilacién que no se llevan a cabo usando solo piridina o en el
caso que se obtenga, el rendimiento es muy poco. Las 4-dialquilaminopiridinas
son los catalizadores Utiles especialmente en la acilacion de alcoholes impedidos
estéricamente y sensibles en condiciones acidas, proporcionando asi una
alternativa al procedimiento usual de tratar alcoxidos de sodio o magnesio con

cloruros de acilo. [6].
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Figura 7: Sintesis de 4-dialquilaminopiridinas

Algunos autores han planteado un posible mecanismo para la sintesis la 4-DMAP

como lo ilustra la Figura 8

Figura 8: Posible mecanismo para la sintesis del 4-DMAP.

2.3.1 Catalisis mediante 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP)

El tratamiento de alcoholes, aminas y fenoles con anhidrido acético en
piridina ha sido el método general por excelencia empleado en el ltimo siglo para
procesos de acilaciones. Sin embargo, este método ha arrojado resultados



11

insatisfactorios sobre compuestos desactivados. No fue sino hasta mediados de
1960 que dos grupos por separado prepararon la4-N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP), la cual es muy superior a la piridina como catalizador en la acilaciones
dificiles. El 1-metilciclohexanol, a pesar de ser un alcohol estéricamente impedido,
es acilado con un 86% de rendimiento cuando se utiliza anhidrido acético en
DMAP y un equivalente de TEA (trietanolamina); a diferencia del 5% de

rendimiento obtenido mediante procesos convencionales.

OH OAc
HC,,, HsC,,,

161
i) Anhidrido acético, piridina, 14h a Temperatura ambiente, 5% de Rendimiento

i) Anhidrido acético, DMAP, TEA, 14h a Temperatura ambiente, 86% Rendimiento

Figura 9: Reaccion de esterificacion de alcoholes.

La preparacion del DMAP consiste en un esquema general de preparacion
de piridinas 4-sustituidas, cuyo proceso puede ser altamente costoso a nivel
industrial debido a la naturaleza de los procesos experimentales y los bajos
rendimientos. Se plantearon dos procesos factibles para su preparacion a nivel
industrial, de los cuales, uno de ellos explora la obtencién del DMAP a partir de la
formacion de la sal de piridilpiridinio para luego atacarla con un nucleéfilo como la
dimetilamina (DMA) o la N,N-dimetilformamida (DMF). [8]

En el caso de la 4-DMAP se puede entonces proponer el mismo esquema
de catalisis nucleofilica (considerando que posee pKa mayor a la piridina) ilustrado
en figura 6, teniendo éste la ventaja de estabilizar en mayor proporcion la carga

formada en el estado de transicion.
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2.3.2 N N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC)

La N,N*-diciclohexilcarbodiimida es un compuesto organico con férmula
guimica Cy3H22N», cuyo uso principal es acoplar aminoacidos durante la sintesis
de péptidos. Bajo condiciones estandar, existe en la forma de cristales blancos
con un olor dulce y penetrante. Es muy soluble en diclorometano, tetrahidrofurano,
acetonitrilo y dimetilformamida, pero es insoluble en agua. Este compuesto suele

ser abreviado como DCC.

El ndcleo C-N=C=N-C de las carbodiimidas no es plano, estando
estructuralmente relacionadas con los alenos. Hay tres estructuras de resonancia

principales que describen a las carbodiimidas:

RN=C=NR < RN"ZC-NR < RN"C=N'R

Existen diferentes rutas para la sintesis de DCC:

Pri-Baraet y colaboradoresusan acetato de paladio, yodo, y oxigeno para
acoplar ciclohexilamina e isocianuro de ciclohexilo. Se han conseguido

rendimientos de hasta 67% usando este procedimiento: [9]

CGHllNC + CgH11NH> + Oz — (C6H11N)2C + H,O

Reaccion. 1

Tang y colaboradores condensaron dos isocianatos usando el catalizador
ZP(MeNCH,CH;)3N con rendimientos del 92%: [10]
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http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cidos
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntesis_de_p%C3%A9ptidos
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntesis_de_p%C3%A9ptidos
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntesis_de_p%C3%A9ptidos
http://es.wikipedia.org/wiki/Diclorometano
http://es.wikipedia.org/wiki/Tetrahidrofurano
http://es.wikipedia.org/wiki/Acetonitrilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Dimetilformamida
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Aleno
http://es.wikipedia.org/wiki/Isocianuro
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El DCC es un agente deshidratante para la preparacion de amidas, cetonas,
nitrilos. En estas reacciones, el DCC se hidrata para formar N,N-
diciclohexilurea(DCU), compuesto que es insoluble en agua. EI DCC también
puede ser usado para la inversion de la conversién de alcoholes secundarios
Opticamente activos.

Las reacciones de esterificacion de un conjunto de alcoholes incluyendo
algunos alcoholes terciarios, se llevan a cabo usando un acido carboxilico en

presencia de DCC y una cantidad catalitica de DMAP.[11]

DMAP actia como base auxiliar del DCC para la catalisis nucleofilica, en el
mecanismo de esterificacion de acidos. Se sabe que el DCC funciona como un
activador de acidos carboxilicos y es uno de los reactivos de acoplamiento mas

utilizados en la formacion de enlaces peptidicos.[6]

]
o R
il + M 1
- — . L] R
- \T/
—
Il 0
M HH i ]
O
Hyl CH Hsl CH
R Py

Figural0: Mecanismo de esterificacién de acidos en presencia de DCC Y 4-DMAP.
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14

Finalmente, en las reacciones de copulacion de péptidos promovidas por
DCC el extremo N-terminal suele ser usado como el punto de union al que se le
agrega los monémeros de aminoacido. Para mejorar la electrofilicidad del grupo
carboxilato, el atomo de oxigeno negativamente cargado debe ser activado hacia
un mejor grupo saliente. Se usa DCC con este propésito. El &omo de oxigeno
cargado negativamente actuara como un nucleofilo, atacando al carbono central
en el DCC. El DCC estara temporalmente unido al grupo carboxilato mencionado
anteriormente, formando un intermediario altamente electrofilico, que hace el
ataque nucleofilico por el grupo amino terminal, sobre el péptido creciente, mucho

mas eficiente.

2.4 Hidroboracion

Las reacciones de Hidroboracién- Oxidacion fue desarrollada por el profesor
Herbert C. Brown y sus colaboradores en la Universidad Purdue como parte de
un programa amplio disefiado a la aplicacion de reactivos que contienen boro a la
sintesis en quimica organica. El nUmero de aplicaciones es tan grande y el trabajo
novedoso que Brown recibié en forma conjunta el Premio Nobel de Quimica en
1979. [12]

2.4.1 Reduccion con Diborano

El Diborano es un gas incoloro a temperatura ambiente con un olor dulce
desagradable. Se mezcla bien con el aire y facilmente forma mezclas explosivas.
Se enciende espontaneamente en la presencia de aire hUmedo a temperatura

ambiente.

Es usado en propulsores de cohetes, como agente reductor, vulcanizador

de caucho, catalizador en la polimerizacion de hidrocarburos y acelerador de


http://es.wikipedia.org/wiki/Mon%C3%B3mero
http://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Carboxilato
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_saliente
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Sustituci%C3%B3n_nucleof%C3%ADlica
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llamas. También es usado en la industria electrénica para conferir propiedades

eléctricas a cristales puros. [13]

El Diborano puede ser generado por la reaccion del borohidruro de sodio y
eterato de trifluoro borano. El gas puede ser generado externamente y se
introduce en el matraz de reaccidén o puede ser producido en el lugar (insitu).El
mejor disolvente para la reaccion es tetrahidrofurano, pero diglima, éter, benceno,
penteno, diclorurodemetileno, cloroformo y disulfuro de carbono también puede
ser utilizado. El orden de reactividad de diversos grupos funcionales en
condiciones normales (con diborano generado en el exterior, y tetrahidrofurano
como solvente) es: epoxido>acido>alqueno>cetona>nitrilo>éster>clorurode acido.
El Diborano es usado como un agente reductor complementando la reactividad
Borohidruro de sodio. EI compuesto reduce facilmente a los &cidos carboxilicos a

los alcoholes correspondientes, mientras que las cetonas reaccionan lentamente.

Tharkar y colaboradores**mostraron que las reducciones con diborano dan el
mismo resultado, independientemente de si el diborano es generado externamente
0 en el lugar in situ producido por la acciéon de trifluoruro de boro y NaBH,4 o el
cloruro de aluminio. Se encontré que las cetonas aliciclicas o dialquilicas no se
reducen mas alla del alcohol, incluso en condiciones drasticas, sin embargo, las
aril cetonas y las a,p-conjugadas son reducidas con bajos rendimientos, aun en

condiciones muy drasticas.[14]

Reaccion:
e 4BF3;+ 3 NaBH; — 2 BoHg + 3 NaBF,

Reaccion. 2

El Diborano, es un reductor fuerte que actla selectivamente sobre el

carbono carbonilico de &cidos carboxilicos alifaticos y/o aromaticos adn en


http://es.wikipedia.org/wiki/Agente_reductor
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cidos_carbox%C3%ADlicos
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
http://es.wikipedia.org/wiki/Cetona_(qu%C3%ADmica)
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presencia de cualquier otro carbonilo. Como producto de esta reduccion se

obtiene un alcohol primario.[14]
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Figura 11: Mecanismo de reduccion de carbonos carbonilicos a alcoholes.

2.5 Aminoacidos

Un aminoacido es una molécula organica con un grupo amino (-NH) y un
grupo carboxilico (-COOH; &cido). Los aminoacidos mas frecuentes y de mayor
interés son aquellos que forman parte de las proteinas. Dos aminoacidos se
combinan en una reaccién de condensacion que libera agua formando un enlace
peptidico. Estos dos "residuos” aminoacidicos forman un dipéptido. Si se une un
tercer aminoacido se forma un tripéptido y asi, sucesivamente, para formar un
polipéptido. Esta reacciéon ocurre de manera natural en los ribosomas, tanto los

gue estan libres en el citosol como los asociados al reticulo endoplasmatico. [15]

Todos los aminoacidos componentes de las proteinas son alfa-

aminoéacidos. Por lo tanto, estan formados por un carbono alfa unido a un grupo
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carboxilo, a un grupo amino, a un hidrogeno y a una cadena (habitualmente
denominada R) de estructura variable, que determina la identidad y las
propiedades de los diferentes amino&cidos; existen cientos de cadenas R por lo
gue se conocen cientos de aminoacidos diferentes, pero sélo 20 forman parte de
las proteinas y tienen codones especificos en el cédigo genético. [15]

La estructura general de un a-aminoacido se establece por la presencia de
un carbono central alfa unido a: un grupo carboxilo, un grupo amino, un hidrégeno

y la cadena lateral (R):

CH, OH
HN \\o
H

Figural2: Estructura general de un a-aminoacido

"R" representa la cadena lateral, especifica para cada aminoacido.
Técnicamente hablando, se los denomina alfa-aminoéacidos, debido a que el grupo
amino (—-NHy) se encuentra a un atomo de distancia del grupo carboxilo (COOH).
Como dichos grupos funcionales poseen protones labiles en sus estructuras
guimicas, son grupos susceptibles a los cambios de pH; por eso, al pH de la célula
practicamente ningin aminodcido se encuentra de esa forma, sino que se

encuentra ionizado. [15]

H H H
\ \
H\N
H / / H /
H - ; \
Catién Zwitterion Anidn

Figura 13: Susceptibilidad de los a-amino&cidos a cambios de pH
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Los aminoacidos a pH bajo (acido) se encuentran mayoritariamente en su
forma cationica (con carga positiva), y a pH alto (basico) se encuentran en su
forma anidnica (con carga negativa). Sin embargo, existe un pH especifico para
cada aminoacido, donde la carga positiva y la carga negativa son de la misma
magnitud y el conjunto de la molécula es eléctricamente neutro. En este estado se

dice que el aminoacido se encuentra en su forma de ion dipolar o zwitterion. [15]

Todos los a-aminoacidos tienen un carbono asimétrico o quiral, con
excepcion de la glicina, y por lo tanto pueden ocupar diversas orientaciones en el
espacio que corresponden a imagenes especulares no superponibles de los
centros quirales. Se trata de isomeros Opticamente activos, que hacen girar el
plano de la luz polarizada en igual magnitud y sentido contrario (dextrorrotatorio o
levorrotatorio). Todos los aminoacidos que forma las proteinas estan en su forma
levorrotatoria, mientras que los aminoacidos dextrorrotatorios se encuentran en

antibioticos, paredes bacterianas o plantas.

Segun su obtencién, a los aminoacidos que necesitan ser ingeridos por el
cuerpo se les llama esenciales; la carencia de estos aminoacidos en la dieta limita
el desarrollo del organismo, ya que no es posible reponer las células de los tejidos
gue mueren o crear tejidos nuevos, en el caso del crecimiento. Para el ser
humano, los aminoacidos esenciales son: valina (Val), leucina (Leu), treonina
(Thr), lisina (Lys), triptofano (Trp), histidina (His), fenilalanina (Phe), isoleucina
(lle), arginina (Arg), metionina (Met). [15]

A los aminoacidos que pueden ser sintetizados por el cuerpo se los conoce
como no esenciales y son: alanina (Ala), prolina (Pro), glicina (Gly), serina (Ser),
cisteina (Cys), asparagina (Asn), glutamina (GlIn), tirosina (Tyr), acido aspartico

(Asp), acido glutamico (Glu).
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2.5.1 Péptidos

La historia de la sintesis de péptidos comienza con Emil Fisher, quien al
establecer la quimica de las proteinas obtuvo la sintesis del dipéptidoglicil-glicina
en 1901, comprobando de esta manera su hipotesis de que los aminoacidos
estaban unidos entre si mediante el enlace peptidico. A partir de ahi continué
sintetizando tripéptidos, tetrapéptidos, etc., hasta finalmente alcanzar la sintesis un
polipéptido de 18 residuos aminoacidicos. Después de esto, la evolucion dela
técnica fue lenta, los primeros polipéptidos sintetizados fueron homopolimeros ya
gue se presentaba un problema al momento de combinar aminoacidos: debia
protegerse el grupo amino de un tipo para evitar que se uniera con un aminoécido
de su misma especie e impedir contaminaciones de péptidos distintos. Encontrar
un compuesto quimico capaz de bloquear el grupo amino, pero que ademas fuera
removido facilmente después de la formacion del enlace peptidico deseado, no fue
logrado hasta 1932 por Max Bergmann y Leonidas Zervas, el grupo
carbobenzoxilo. A partir de esto los grupos protectores fueron perfeccionandose y
en 1953 Vincent du Vigneaud fue capaz de sintetizar el primer polipéptido
funcional, la hormona oxitocina, lo que lellevo a ganar el premio Nobel de quimica
en 1955. Sin embargo, aislar y purificar un nuevo péptido significaba invertir
muchisimo tiempo para obtener una cantidad infima de producto, por lo que Bruce
Merrifield pensé que el método podia mejorarse. En 1963 dio a conocer la sintesis
del tetrapéptido leucilalanilglicilalanina y en 1969 Merrifield anuncio la sintesis de
la enzima ribonucleasa pancreética bovina A de 124 residuos en 6 semanas,
mediante la sintesis de péptidos en fase sdlida (SPPS, de sus siglas en inglés),
técnica por la que recibié el premio Nobel de quimica en 1984. [16]

La unién entre dos aminoacidos se lleva a cabo por la reaccién que se
presenta entre el grupo carboxilo de un aminoacido con el grupo amino de otro
formando una amida mediante la pérdida de una molécula de agua. El mecanismo
gue se sigue para el acoplamiento de dos aminoacidos es amindlisis y se resume

en la figura 14. En donde X es cualquier agente activante de naturaleza



20

electrofilica, el cual debe ser minuciosamente escogido, ya que una mala eleccién
puede llevarnos a racemizacion. En la figura 14 se muestra en forma general,
como se genera el enlace peptidico por aminolisis. R; y R, hacen referencia al

resto de la férmula del amino&cido. [16]
O

o} NH-R,
R, 4 JS

OH—> re Syt HN—Ry—=  Ri—  + HX

Figura 14: Acoplamiento de dos aminoacidos.

2.5.2 Acoplamiento

La diciclohexilcarbodiimida (DCC) fue introducida por primera vez en la
sintesis de péptidos en 1955 por Sheehan y Hess, y ha sido el reactivo mas
importante para la activacion y acoplamiento desde entonces. Reacciona con
los acil aminoacidos para dar anhidridos simétricos, ésteres activados o actuar
directamente como un agente acoplante. En cualquier caso el primer evento de

la activacién es la formacion de una O-acilurea (figura 15)
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Acoplamiento con DCC

Figurals
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En presencia de un exceso de carboxilato, por ejemplo cuando un
equivalente de DCC es agregado a dos equivalentes de un acil aminoacido, la O-
acilurea es atacada por el anién carboxilato para formar el anhidrido, mientras que
en presencia de fenoles u otros compuestos hidroxi forma los ésteres derivados.
La DCC da un coproducto, diciclohexilurea, el cual es muy poco soluble en la
mayoria de los solventes, por lo que la separacién de éste del péptido sintentizado
es muy fécil en sintesis de péptidos en solucién (por diferencia de solubilidades), y
es lo suficientemente soluble como para removerlo mediante lavados en la sintesis

de péptidos en fase sélida.[16]

2.5.3 Grupos protectores de aminoacidos

Uno de los principales pasos para la sintesis de péptidos es la proteccion
de los grupos funcionales de los aminoé&cidos, éstos deben protegerse para evitar
la formacién de un enlace peptidico no deseado, es decir, impedir que el grupo
carboxilo de un aminoéacido reaccione con el grupo amino de uno de sus analogos.
Asi mismo, al proteger las cadenas laterales de los aminoacidos también se esta
evitando que estos reaccionen con los grupos amino o carboxilo de otros
aminoacidos, o que den lugar a reacciones secundarias. Los grupos protectores

también protegen el carbono alfa de ser susceptible a racemizacion.

Entre las caracteristicas que debe tener un grupo protector se encuentran,
la de ser quimicamente estable en las condiciones en las que se da la sintesis
peptidica, y la de ser facilmente removibles en condiciones suaves que no alteren
la formacion del enlace peptidico al final o en fases intermediarias de la sintesis.

En este sentido, se pueden clasificar a los grupos protectores como permanentes,



22

los cuales son retenidos hasta que el péptido ha sido completado, o temporales,

los cuales se eliminan al final de cada etapa de sintesis.

2.5.4 Grupos protectores del a-amino

El objetivo fundamental que se debe cubrir al proteger al grupo amino es el
de suprimir su reactividad nucleofilica, para tal efecto existen una gran variedad de
grupos protectores, el problema es encontrar uno que pueda ser removido
facilmente sin afectar la integridad del enlace peptidico formado o sin que el

carbono a corra riesgo de racemizacion. [16]

Los primeros grupos protectores presentaban estos problemas, ya que se
fundamentaban en la formacion de una amida al unirse al grupo amino. El gran
avance se dio cuando Bergman y Zervas observaron que los derivados de uretano
eran particularmente adecuados para la proteccion del a-amino. Un factor
importante que los ha favorecido para ser ampliamente utilizados es su alto grado
de estabilidad oOptica, es decir, inhiben la racemizacion de los centros quirales

adyacentes a estos grupos protectores.

Entre los grupos derivados de uretano mas usados se encuentran los siguientes:

- Benciloxicarbonilo.
- t- Butoxicarbonilo (Boc).
- 2-(4-bifenilil)-isopropoxicarbonilo (Bpoc).

- 9-Fluorenilmetoxicarbonilo (F-moc-Cl).
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Existen otros grupos protectores que no son derivados de los uretanos,
estos grupos protectores también impiden la racemizacion y son aplicados en

ciertas estrategias de sintesis,entre ellos se encuentran:

- Trifenilmetilo (trityl, Trt).
- 2-Nitrofenilsulfonilo (Nps).

- Ditiosuccinilo

2.5.5 Grupos protectores del a-carboxilo

La proteccion del grupo carboxilo no es tan necesaria como la del amino, ya
gue es menos nucleofilico. No obstante, es conveniente protegerlo, en especial
para aumentar la solubilidad del péptido formado en solventes organicos. También
es importante tener bloqueado el grupo carboxilo que en ese momento no formara
parte del enlace peptidico, mientras que el que participard en el enlace se
encuentra desprotegido listo para ser activado. Los métodos mas comunes para
proteger el grupo a-carboxilo es mediante esterificacion. La liberacion del
aminoacido de este grupo protector es de manera similar a la aquella vista para

los derivados del uretano, después de todo,son ésteres de un tipo especial. [16]

- Metil éster (-COO-CHs) y Etil éster (-COO-CH,-CH3). Fueron los
primeros grupos utilizados para enmascarar el a-carboxilo. No hay una distincion
importante entre estos dos, por lo que se les trata como un mismo grupo protector.
Pueden obtenerse haciendo reaccionar al aminoacido con el alcohol
correspondiente directamente o por medio de un halogenuro de acilo

intermediario.
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- Bencil éster (-COO-CH,Cg¢Hs). Obtenido a partir de la esterificacion
del alcohol bencilico, este grupo protector se popularizé por presentar menos
problemas para la desproteccion que el metil o etil éster, aunque al igual que estos
altimos, tienden a formar dicetopiperacinas. Pueden ser eliminados por
saponificacion, pero también por HBr/AcOH e hidrogenacion catalitica, pero no por
TFA (al igual que el grupo protector Z para el a-amino), por esta razon se les usa
en combinacion con un grupo amino protector distinto al Z durante la etapa de

sintesis.

- t-Butiléster (-COO-C-(CH3)3). Estos pueden ser preparados
directamente de los aminoacidos pero el procedimiento estandar es indirecto. A
diferencia de los grupos anteriores, los dipéptidos de los t-Butil ésteres no forman
dicetopiperacinas con facilidad. La estabilidad y labilidad de este grupo es
semejante a la del grupo Boc, aunque son menos sensibles a aciddlisis, por lo que
es posible diferenciar entre el rompimiento deun grupo Boc y un t —Butil éster. Sin
embargo, se recomienda utilizarlo en combinacién con un grupo protector diferente

al Boc.

- Fenil éster (-COO-C6H5). Este grupo es completamente estable en
medio acido y en condiciones de hidrogenacion catalitica. EI rompimiento por
accion de un alcali es mucho més rapido que el del metil éster. Para efectuar la
desproteccion de este grupo se utiliza un tratamiento de peréxido de hidrégeno en
DMF a un pH de 10.5 por 15 minutos, esto debido a la susceptibilidad que tienen
los fenil ésteres al ataque del iO0n peroxido. Cadenas laterales sensibles al
peroxido (Met, Trp, Cys), aparentemente no representan un gran problema si la

desproteccion se lleva a cabo con un exceso de dimetil sulfuro. [16]
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3. ANTECEDENTES

En 1978, Hofley colaboradores, propusieron un método coherente e
innovador para la preparacion de la N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) vy
aplicaciones de la misma en diversas sintesis. La sintesis del DMAP puede ser
racionalizada en dos pasos partiendo de la piridina. Comparada con la piridina,
este derivado es 10" veces mas activo cuando es usado como catalizador para
acilaciones. Las dialquilaminopiridinas suelen emplearse frecuentemente cuando
las reacciones de acilacion son incompletas por procesos convencionales en
piridina. Los autores realizaron ademas una revision de las posibles aplicaciones
del DMAP en terpenos, esteroides, carbohidratos y nucleésidos, o bien en la
transformacion de amino acidos en a-acilaminocetonas y la polimerizacion de
iIsocianatos. Adicionalmente, las sales de 4-dialquilaminopiridinio N-sustituidas
pueden ser usadas en transferencias de grupos sensibles a nucledfilos en medios

acuosos. [8]

En 2001, Donald J. Berry, y col.; exponen una recopilaciébn de varios
procedimientos experimentales representativos de los tipos de reacciones mas
importantes catalizadas por 4-dimetilaminopiridina (DMAP); entre ellas: la
acetoacetilacion, (Figura 16), acetilacion de un grupo fendlico (Figura 17),
acetilaciéon de alcoholes cis-alilicos (Figura 18), acetilacién de alcoholes utilizando
cloruro de acetilo (Figura 21), acetilacion de 1-metilciclohexanol (Figura 20),
acetilacion del mesitol (Figura 22), sintesis de un intermediario fundamental para
la Pravastatina (Figura 23), sintesis de 2,3-dioxo-2,3-dihidrobenzofuranos(Figura
24).[17]

0o O o}

OH N—0 DwmapP | |
H CMCH + S o CH
—_—
3 2 N Tamb /15 min \/\/\)\/ 3
HaC CH
\CHZ 3 Ly

Figura 16: Acetoacetilacion.
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DMAP, CH,CI,
—_—

TEA , Ac,0
Tamb / 30 min

HaC

DMAP,CH,CI,
—_—>

Ac,0, Py, Tamb / 24h

Figura 18: acetilacion de alcoholes cis-alilicos.

CH4 CH
AcClI

HsC
Ssi
CHg C HN
DMAP
/ CHg3
H2C/ HzC
OH AC

Figura 19: acetilacion de alcoholes utilizando cloruro de acetilo.

CHg AcO CH,
DMAP, TEA
OH Tamb / 17h OAc

Figura 20: acetilacion de 1-metilciclohexanol.
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Ac O
DMAP, CHZCI2
Tamb / 2h

Figura 21: acetilacion del mesitol.sintesis de un intermediario fundamental para la Pravastatina.

t-BuPh,SiO t-BuPh,SiO OCH,4

O

|| CHj

(e o
wz %
CH
3 CH, CH,
EE—
DMAP
: : Tamb / 2dias . :
t-BuPh,SiO o t-BuPh,SiO o
Figura 22: sintesis de un intermediario fundamental para la Pravastatina.
CHy CHs <|3| CHs
0]
> a DMAP O\|/\C, AICI, ©
I _ > —O0
+ \|/\CI cHal, o CICH,CH,CI
o) Reflujo / 10h Tamb / 10h \
(0]
CHg CH, CHy

Figura 23: sintesis de 2,3-dioxo-2,3-dihidrobenzofuranos.

En 2003, Calmes, M.y col.; el acido racémico N-trifluoroacetilpipecélico fue
convertido en el acido (S)-N-Boc-pipecolico y el (S)-N-Boc-2-piperidinemetanol
mediante la esterificacion estereoespecifica con DCC-DMAP y (S)-a-
metilpantolactona, seguido por la hidrdlisis o reduccion del éster y proteccion del
grupo amino, ilustrado en la Figura 24.[18]
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O,H

A
o>

Figura 24: Esterificacion estereoespecifica con DCC-DMAP.

OtBu

Es de importancia mencionar los buenos rendimientos obtenidos
empleando tolueno a diferencia de métodos convencionales que emplean cloruro

de metileno y la asistencia diastereoselectiva en la esterificacion.

En 2007, Dae-won Chung y col.; presentaron sus estudios sobre la
sintesis y solubilidad de derivados hidrofilicos de B-sitosterol, los cuales son
conocidos por su potencial para reducir los niveles de colesterol en sangre. Los
procedimientos de esterificacion se realizaron con anhidrido succinico, TEA y B-
sitosterol. La segunda esterificacion se llevd a cabo con un glicol, un agente
deshidratante como el DCC y catalisis basica por 4-DMAP.[7]

OtBu
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HsC CH,4

CH3 H3C

2h - 80 °C

CES

Figura 25: Esterificacion en presencia de DCC-DMAP.

En 2009, Zbigniew P. y col.; trabajaron en el radiomarcaje de 5-yodo-30-
O-(17B-succinil-5r-androstan-3-ona)-20-desoxiuridina 'y sus 5 -monofosfatasas
para imagenes y terapia de receptores positivos androgenos del cancer, tanto en
su sintesis como en la evaluacion. Desde el punto de vista quimico son relevantes
los resultados del procedimiento de esterificacion, aunque este proceso solo
corresponde a un paso intermediario de la sintesis reflejandose buenos
rendimientos generales. La 17B-succinato-deshidroandrosterona es sometida a
condiciones de esterificacion con azucares, mediante trietilamina, piridina seca y
4-DMAP entre 0°C a temperatura ambiente por un periodo de 6 horas, ademas al
emplearse el acido 4-oxopentanoico se trata con DCC/DMAP en cloruro de

metileno a temperatura ambiente por 3 horas.[19]

En 2010,Farshori, N. y col.; estudiaron la bioactividad de ésteres
sitosteriles. Se comentd que derivados del B-sitosterolpodrian tener actividad

antimicrobiana. En vista de la importancia de los acidos grasos de cadena larga

OCOCH,CH,COOH
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como potenciales farmacéforos presentaron la sintesis de estudios espectrales de
nuevos analogos delB-sitosterol que contenian C11 y C18 &cidos grasos, junto con
su evaluacion in vitro frente a un panel de Gram-positivas, las cepas de bacterias
Gram-negativas de las bacterias y algunas cepas de hongos. Emplearon
catalizadores para explorar la probabilidad de obtener farmacéforos importantes
de productos naturales con aumento de los rendimientos y en menor tiempo de
reaccion. Asi, para la relacion molar de acidos grasos, B-sitosterol, DCC y 4-
DMAPfueron establecidas como condiciones 6ptimas que suelen ofrecer

productos con buenos rendimientos.

La investigacion de los datos de deteccion anti-bacteriano revelo que todos
los compuestos probados mostraron de moderada a buena inhibicion
bacteriana.[20]

HaC

CH, HsC

CHj3

OH

Figura 26: Esterificacion en presencia de DCC-DMAP.

En 2005, Firdovsi, T. y col.; realizaron reacciones de esterificacion
utilizando catalizadores acidos solidos heterogéneos en condiciones de
disolventes menos severas. Se ha investigado la preparacion de di-(2-
etilhexil)ftalato (DOP), a través de la reaccion de esterificacion del anhidrido ftalico
por 2-etilciclohexanol en presencia de solidos catalizadores acidos, como zeolita

natural y zeolitas sintéticas.[21]
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O

/o Cat,calor |
/ -H,0 OR
O 4 2ROH = = OR

\é R= 2-etilhexil O|

Figura 27: Esterificacion utilizando catalizadores acidos sélidos heterogéneos.

En1958 H.C.Browny colaboradores observaron mediante experimentos
realizados que, el borohidruro de sodio en diglima reacciona facilmente con
trifluoruro de boro, ya sea en cantidades estequiométricas o en exceso para liberar

diborano cuantitativamente.

3NaBH, +4BF; _291Ma 5 A 3 NaeF,

Reaccion. 3

Mediante la siguiente tabla demostré que un rendimiento cuantitativo de sintesis
de diborano puede llevarse a cabo sin problemas de acuerdo a la cantidad exacta

de borohidruro de sodio que se agrega a la solucion.

mmoles producidos de diborano

mmoles de NaBH, Experimental Calculado
0,60 0,38 0,40
1,20 0,81 0,80
1,80 1,19 1,20

2,40 1,61 1,60
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El procedimiento utilizado en este estudio consisti6 en dejar caer una
solucion de borohidruro de sodio en diglima en un ligero exceso de eterato de

etiltrifluoroborano en el mismo disolvente.[22]

En 1991, J.V. Bhaskar Kant y Maria ppan Periasamy, observaron
mediante estudios realizados, que los acidos carboxilicos pueden ser reducidos
directamente a alcoholes con unas selectividades interesantes por adicion
sucesiva NaBH, y I, al acido carboxilico y acido carboxilico a una soluciéon de

NaBH4 en THF seguido por adicién de I,.

A través de la siguiente tabla se observa la reduccion selectiva de acidos

carboxilicos a sus alcoholes correspondientes, con rendimientos bastante

elevados.
no. substrate product temp, *C yield, %
1 CgH,COO0H CgHsCH,OH rt 93
2 CgH,CH,COOH C,H,CH,CH,OH rt 98
3 p-CICHCOOH p-CICH,. CH,OH rt 98
4 CH,(CHy)sCOOH CH,(CH,y)CH,OH rt 95
5 COOH CH,OH rt 92
6 Pn Ph rt 86
Pn> CHCOOH Ph)»mcmou
i @l:m @:au rt 92
COOH CHOH
8 Ph Ph 1] 97
oo o
9 A~cHr© gy 0 *
10 @:DOOOH, COOCH, 0 82
COOH @cp&pn
11 ACOOCH, _~-COOCH, a 89

12 @l::-l H,OH rt 86
H :::.H,OH

13
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Esta reduccién selectiva se llevd a cabo a través del siguiente
procedimiento: EI RCOOH en THF es agregado lentamente a una suspension de
NaBH, en THF y la mezcla se agita hasta que cesa el desprendimiento de gas. I,
en THF es agregado lentamente a la temperatura mencionada en la tabla (2) y
esto es agitado por una hora a la misma temperatura, obteniéndose el alcohol con

los rendimientos expresados en la misma tabla. [23]

Mecanismo de reaccion para la reduccion de acidos carboxilicos a

alcoholes.

D%—‘R I.-E 1] _l:|
- '-B'EJJJR
0 BHyTHF o _o. .0 BHy THF T
3 " 0,_0._.0
R TOH -3 Hz R ox“,R ﬁv "B”
5 R Om,ﬁ
0
’
; 0. .R
D*Tfﬁ H B, 5
0. o ;G:‘, 0.0, M o]
— -q- — 8
kS }“l—: 8. O * fu‘* !
0. 6 R s | R
5 b
H R
H H
! H 1 OH
i BHy (@ -5 o H  HO/NaOH o T
N ~ R—-H " '
R/LF ) H

Figura 28: Mecanismo de reaccion para la reduccion de acidos carboxilicos a alcoholes.

En1960 H.C. Brown y colaboradores observaron mediante experimentos de
reduccion con Diborano, de un nimero representativo de compuestos organicos,
gue el orden decreciente en la tasa de reaccion es el siguiente: acidos
carboxilicos, olefinas, cetonas, nitrilos epoxidos y esteres. Determinando que la
reduccion con Diborano, es selectiva debido a la fécil reduccion de acidos
carboxilicos en presencia de otros grupos funcionales como cetonas y esteres.
[24]
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En 1972Brown, H.C realiz6 estudios con boranos, con el fin de encontrar
las condiciones bajo las cuales un determinado grupo seria reducido

guimioselectivamente.[25]

En la siguiente tabla se presenta la reduccién de varios grupos funcionales

con borano.

Substrate® Product
RCOOH RCH,0OH Easiesl
RCH=CHR (RCH.CHR):B
RCOR RCHOHR
RCM RCHaMH-
H H
:C—;C‘ RCH-CHOHE
R R
RCOOR' RCH-0OH + R'OH Most difficult

RCOC] Inert
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

4.2

- Esterificar y realizar una reducciéon selectiva del producto de esterificacion

de la epiandrosterona.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la esterificacion en el OH del carbono 3 de la Epiandrosterona,
utilizando los sistemas: anhidrido succinico/ DCC/ DMAP/ Py y acido malénico/
DCC/ Py.

Realizar la reduccion selectiva de acido carboxilico presente en la

Epiandrosterona esterificada, utilizando NaBH4/BF3.

Llevar a cabo la proteccién de la fenilalanina y realizar el acoplamiento al

producto obtenido de la reaccién de reduccion.

Caracterizar e identificar compuestos sintetizados en cada paso mediante

métodos espectroscopicos.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

» Los solventes y reactivos empleados provienen de Sigma-Aldrich Co., Ltd,
Grado HPLC y Sintesis respectivamente.

» Los Espectros Infrarrojo (IR) fueron registrados en un equipo IR-Therno Nicolet
Nexos 470 FT EFP.

» Para la Cromatografia Capa Fina (CCF) se utilizé como adsorbente silica gel
Merck DC-60F54, capa de 0,2 mm de espesor en placas de aluminio.

» Para la Cromatografia Preparativa se utilizd placas 20 x 20 de silica-gel 60G
Merck con indicador fluorescente a 254 nm y 0,25 mm de espesor.

> Los Espectros de Resonancia Magnética de carbonos **C-RMN, se registraron
en los instrumentos JEOL (270 MHz), BRUKER (300 MHz) y BRUKER (500
MHz). Se utiliz6é como referencia interna tetrametilsilano (TMS) y los
desplazamientos quimicos vienen dados en ppm hacia campos bajos de la
sefal del TMS. Los solventes vienen especificados en cada espectro.

> La Cromatografia de Columna utiliz6 como soporte silica-gel de Aldrich, 60 A,
con un area de superficie de 500 m2 /g y un volumen de 0,75 cm3 /g (70-230
MESH ASTM).

5.1 Esterificacion del grupo hidroxilo presente en Ila

Epiandrosterona(3$-Hidroxi-5a-androst-17-ona).

5.1.1 Acido Succinico/ DMAP/ DCC/ Agitacion.

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron en agitacion por
3 horas, (0,25361 + 0,00001g; 2,536mmol) de &cido succinico, (0,53952 +
0,00001g; 2,614mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de
cloroformo. Luego se agrego (0,70039 = 0,00001g;2,411mmol) de 3B-hidroxi-5a-
androst-17-ona  y 1 Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina(DMAP)

(2,493mmol). Se mantuvo en agitacion durante 5 dias. La reaccion se siguié por
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cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfirico como

revelado. Se observo que se mantiene el material de partida.

5.1.2 Acido Succinico/ DMAP/ DCC/ Reflujo.

Para la preparacién del producto esterificado se colocaron en reflujo por 3
horas, (0,24754 = 0,00001g; 2,475mmol) de acido succinico, (0,52156 + 0,00001g;
2,527mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de cloroformo.
Luego se agreg6 (0,71425+ 0,00001g;2,459mmol) de 3B-hidroxi-5a-androst-17-
ona y 1 Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (2,531 mmol). Se
mantuvo en reflujo durante 5 dias. La reaccion se siguié por cromatografia de
capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfarico como revelado. Se

observé que se mantiene el material de partida.

5.1.3 Acido Succinico/ DMAP/ DCC/TEA.

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron en reflujo por 3
horas, (0,25398 + 0,00001g; 2,539mmol) de &cido succinico, (0,50023 + 0,00001g;
2,424mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de cloroformo.
Luego se agrego (0,69923 £ 0,00001g;2,401mmol) de 3B-hidroxi-5a-androst-17-
ona y 1 Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina(DMAP) (2,641mmol) y 2 EQ de
Trietilamina (5,32mmol). Se mantuvo en reflujo durante 5 dias. La reaccion se
siguié por cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-&cido

sulfarico como revelado. Se observé que se mantiene el material de partida.

5.1.4 Acido Succinico/ DMAP/ DCC/ TEA.

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron en reflujo por 3
horas, (0,24854 + 0,00001g; 2,485mmol) de &cido succinico, (0,53283+ 0,00001g;
2,58mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de tolueno. Luego se
agrego (0,72134 + 0,000019g;2,483mmol) de 3B-hidroxi-5a-androst-17-ona y 1
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Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina(DMAP) (2,631mmol) v 2 EQ de
Trietilamina (5,651mmol). Se mantuvo en reflujo durante 5 dias. La reaccion se
siguié por cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-4cido

sulfarico como revelado. Se observé que se mantiene el material de partida.

5.1.5 Acido malénico/ DMAP/ DCC/ Agitacion.

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron en agitacion por
3 horas, (0,25417 + 0,00001g; 2.881mmol) de &acido maldnico, (0,53165 =+
0,00001g; 2,576mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de
cloroformo. Luego se agreg6 (0,74389 + 0,00001g; 2,561mmol) de 3B-hidroxi-5a-
androst-17-ona y 1 Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
(2,541mmol). Se mantuvo en agitacion durante 5 dias. La reaccion se siguié por
cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfarico como

revelado. Se observd que se mantiene el material de partida.

5.1.6 Acido mal6nico/ DMAP/ DCC/ Reflujo.

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron en reflujo por 3
horas, (0,24671 + 0,00001g; 2,803mmol) de &cido maldnico, (0,50214 + 0,00001g;
2,433mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de cloroformo.
Luego se agregd (0,72413 + 0,00001g; 2,491mmol) de 3B-hidroxi-5a-androst-17-
ona y 1 Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (2,821mmol). Se
mantuvo en reflujo durante 5 dias. La reaccion se siguié por cromatografia de
capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfarico como revelado. Se

observo que se mantiene el material de partida.

5.1.7 Acido malénico/ DMAP/ DCCI/TEA.

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron en reflujo por 3
horas, (0,26216 + 0,00001g; 2,979mmol) de acido malénico, (0,56351 + 0,00001g;
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2,731mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de cloroformo.
Luego se agrego (0,72572 + 0,00001g; 2,498mmol) de 3B-hidroxi-5a-androst-17-
ona y 1 Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (2,852mmol) y 2 EQ
de Trietilamina (5,859mmol). Se mantuvo en reflujo durante 5 dias. La reaccion se
siguié por cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido

sulfarico como revelado. Se observé que se mantiene el material de partida.

5.1.8 Acido malénico/ DMAP/ DCC/ TEA.

Para la preparaciéon del producto esterificado se colocaron en reflujo por 3
horas, (0,23752 + 0,00001g; 2,699mmol) de acido maldnico, (0,52468 + 0,00001g;
2,542mmol) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en (20,0 + 0,1) ml de tolueno. Luego
se agrego (0,73271 £+ 0,000019;2,522mmol) de 3B-hidroxi-5a-androst-17-ona y 1
Equivalente (EQ) de 4-dimetilaminopiridina(DMAP) (2,467mmol) v 2 EQ de
Trietilamina (6,013mmol). Se mantuvo en reflujo durante 5 dias. La reacciéon se
siguié por cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido

sulfurico como revelado. Se observo que se mantiene el material de partida.

5.1.9 Anhidrido succinico/ DMAP/ CHCI3/ Trietilamina (TEA).

I+

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron(1,53650
0,00001g; 5,289 mmol) de 3p-hidroxi-5a-androst-17-ona, junto con (0,56345 +
0,00001g; 5,634 mmol) de anhidrido succinico, 1 Equivalente (EQ) de 4-
dimetilaminopiridina(DMAP) (5,260 mmol) y 1,4 EQ de Trietilamina (7,174 mmol)
en (20,0 + 0,1) ml cloroformo. Se mantuvo en condiciones de reflujo por 5dias. La
reaccion se siguid por cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-

acido sulfurico como revelado. Se observé que se mantiene el material de partida.
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5.1.10 Anhidrido succinico/ DMAP/ Trietilamina (TEA).

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron(1,50444
0,00001g; 5,179 mmol) de 3p-hidroxi-5a-androst-17-ona, junto con (0,57450
0,00001g; 5,745 mmol) de anhidrido succinico, 1 Equivalente (EQ) de 4-
dimetilaminopiridina(DMAP) (5,260 mmol) en (20,0 + 0,1) ml de Trietilamina. Se

I+

I+

mantuvo en condiciones de reflujo por 6 dias. La reaccion se siguio por
cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfarico como
revelado. Se observo la aparicion de un nuevo producto de mayor polaridad. Se le
realizaron lavados con una solucion de HCI al 10 % para eliminar el exceso de
TEA. La purificacion del compuesto se realizd6 empleando placas preparativas
con una mezcla de solventes tolueno/acetona 95/5 v/v. Se obtuvieron (0,39851 +
0,00001) g y un rendimiento del 20 %.

5.1.11 Anhidrido succinico/ DMAP/ Py.

Para la preparacion del producto esterificado se colocaron(1,04287
0,00001g; 3,590 mmol) de 3B-hidroxi-5a-androst-17-ona, junto con (0,69147
0,00001g; 6,914 mmol) de anhidrido succinico, 2 Equivalente (EQ) de 4-
dimetilaminopiridina(DMAP) (6,908 mmol) en (20,0 + 0,1) ml de Piridina. Se

mantuvo en condiciones de reflujo por 6 dias. La reaccion se siguid por

I+

I+

cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfarico como
revelado. Se observo la aparicion de un nuevo producto de mayor polaridad. Se le
realizaron lavados con una solucién de HCI al 10 % para eliminar el exceso de Py.
La purificacion del compuesto se realiz6 empleando placas preparativas con una
mezcla de solventes tolueno/acetona 95/5 v/v. Se obtuvieron (0,12963 + 0,00001)

g Y un rendimiento del 11 %.
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5.2 Reduccion selectiva con diborano.

uquqqquplrlnrll.l‘

5.2.1 Reduccién del esteroide esterificado con anhidrido succinico.

En un balén aforado de dos bocas (B) se afiadid 100 g de bicarbonato de
sodio y mediante un embudo de adicion (A) se agregd gota a gota acido
clorhidrico al 20 %, el dioxido de carbono generado en (B) se hace pasar al balon
generador © de diborano, el cual contenia (1,56381 +
0,00001;41,337mmol)borohidruro de sodio en constante agitacion, por medio de
un embudo de adicién (D) se goteaba lentamente eterato de trifluoruro de boro. El
gas producido (diborano) reacciona con (0,16324 + 0,00001g; 0,4180 mmol) del
esteroide esterificado que se encuentra disuelto en una mezcla dioxano/
tetrahidrofurano en un tercer balon (E), finalmente el hidrogeno sin reaccionar es
disuelto en una trampa de peréxido de hidrogeno (F), el proceso de reaccion se
llevé a cabo durante un periodo de una (24) horas. Transcurrido el tiempo de

reaccion se dejo reposar el alquilborano durante un periodo de una (1) hora, se



42

afiadi6 (25,0 + 0,1) de una solucién de NaOH 5% y (15,0 + 0,1) de una solucién de
peréxido de hidrogeno 30% gota a gota con agitacion durante una (1) hora, para
completar la oxidacion del exceso del agente reductor. Se separ6 la capa acuosa
de la capa organica y esta se dejo secar. La reaccion se siguié por cromatografia
de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfarico como revelado. Se
observo la desaparicion del material de partida y aparicion de un solo producto de
menor polaridad. Se obtuvieron (0,12921 + 0,00001 g; 0,3431mmol) y un

rendimiento del 82 %.

5.3 Proteccion de la fenilalanina

Se colocé en un balén (15,0 + 0,1) ml acido trifluoracético (2,03561 *
0,00001g; 12,33mmol) fenilalanina y cantidades cataliticas de piridina seca. La
mezcla se colocé a temperatura de reflujo por 9 horas. Se siguié por
cromatografia de capa fina utilizando como revelador nihindrina. La solucion en
el balén de reflujo se disolvi6 en agua y se le realizaron extracciones con
diclorometano, se seco la capa organica con sulfato de magnesio. Se evaporo el
solvente y el producto se recristalizé en agua caliente. Se obtuvieron (0.4405 *
0,0001 g; 1,692 mmol) y un rendimiento del 14 % con un punto de fusion de 91-
92 °C.

5.4 Acoplamiento de aminoacido al producto obtenido de la reaccion de

reduccion.

5.4.1En presencia de DCC en N,N-dimetilformamida.

Para el acoplamiento se coloc6 (0.3229 + 0,0001 g; 1.236 mmol) aminoacido
protegido, se agrego(0,20133 + 0,00001 g; 0,975 mmol) DCC en suficiente
dimetilformamida, se coloco en reflujo durante 3 horas, para lograr la reaccion del
DCC con el grupo acido del amino&cido. Luego se agreg6(0,10388 + 0,00001 g;

0,275mmol) de producto de la reduccién de la Epiandrosterona esterificada con
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anhidrido succinico. Después de 72 horas de reflujo se evaporé a presion
reducida la dimetilformamida y se disolvido en diclorometano. Se le realizaron
lavados con base (NaOH 10 %), la capa organica se secO con sulfato de
magnesio, se filtr6 y se dejé evaporar el solvente. La reaccién se siguié por
cromatografia de capa fina (CCF), utilizando anisaldehido-acido sulfarico como
revelado. Se observo la aparicion de nuevos productos. Esta se purificd por
cromatografia de columna con una mezcla Diclorometano/acetona, se obtuvo
(0,0244+ 0,0001 g; 0,046 mmol) y un rendimiento del 16 %
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Esterificacion del grupo hidroxilo presente en la Epiandrosterona.

6.1.1 Sintesis del Acido 3-(17-oxo0-3B-il-5a-androstan)carbonilmetanoico y Acido

3-(17-oxo-3B-il-5a-androstan)carboniletanoico.

Para realizar procedimientos de esterificacion, entre alcoholes y acidos,
especificamente entre la Epiandrosterona y acido succinico o malénico, debido a
la baja reactividad de los &cidos carboxilicos, se emple6 un agente activante,
Diciclohexilcarbodimida (DCC). Ya que este reacciona inicialmente con el acido,
de manera de aumentar su caracter electrofilico y posteriormente ser atacado por
el alcohol. Ademas se utiliz6 como catalizador para la reaccion de esterificacion
Dimetilaminopiridina (DMAP). ElI mecanismo de reaccion de esterificacion se

muestra en la figura 29.

Figura 29: Esterificacion entre alcohol y acido en presencia de DCC/DMAP.
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En la Figura 30 se plantean todos los procedimientos realizados para la

esterificacion entre la Epiandrosterona y el acido Succinico / acido malonico.

HO
+ H

0
|

o)

A) DCCIDMAP/CHCI, Agitacién

|
0
CH,

0]
/
) OH
0 B) DCC/DMAP/CHCl/reflujo
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\ C) DCC/DMAP/TEA/CHCI /I’eﬂL@

0 0
0 OH D) DCC/DMAPITEA/Tolueno/reflujo | | | |
5 7 Ho/\/\o

Figura 30: Esterificacion de la Epiandrosterona con acido malénico .y succinico.

HO

En el 2001 Berry y col. [17] estudiaron las condiciones en las cuales el DMAP
mejora rendimientos en reacciones de esterificacion, utilizando el sistema
DCC/DMAP a temperatura ambiente y en un lapso de tiempo reducido, obteniendo
resultados satisfactorios. Sin embargo, en el procedimiento A se dejo en agitacion
durante cinco (5) dias y no se observo formacion de productos. De acuerdo a esto
se planteo el procedimiento B, colocando la mezcla en cloroformo, a temperatura
de reflujo (61,2 °C) con el fin de favorecer la transformacién de reactantes a
productos, obteniéndose el mismo resultado del procedimiento A. Estos resultados
fueron atribuidos a que, al trabajar con diacidos, la accion catalitica de la DMAP
puede ser inhibida por la reaccion acido base entre este ultimo y el centro acido
del intermediario O-monosuccicildiciclohexilurea, generandose un ataque
nucleofilico intramolecular del ion carboxilato, formando el anhidrido y

diciclohexilurea. (Ver figura 31).

CH,

CH3//

CH,
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HO

Figura 31: mecanismo de reaccion de la formacion de productos colaterales en ausencia de

base auxiliar.

En el procedimiento C se utilizdé como base auxiliar la trietilamina, no se
observd la formacion de productos. En el procedimiento D se cambi6 el solvente a
tolueno, el cual presenta un punto de ebullicion de 110,16°C, ya que
probablemente la temperatura alcanzada al utilizar como solvente cloroformo, era
insuficiente para la conversion de reactantes a productos. Se observo la formacion
de 2 productos, uno mas polar que la epiandrosterona, posible monoester
succinico; y un producto menos polar que ésta, que posiblemente se trataba del
producto de deshidratacion del anillo A. Un aumento de la temperatura de reaccion
favorece la formacion de productos colaterales, posiblemente producto de
deshidratacion, por encima del producto de esterificacion. Esto se le puede atribuir
a que, el DCC es un agente deshidratante de alcoholes. (Ver figura 32). El
rendimiento de la reaccion fue insuficiente para la caracterizacion de los

productos.
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Figura 32: mecanismo de deshidratacion de alcoholes con DCC.

6.1.2 Sintesis del Acido 3-(17-ox0-3B-il-5a-androstan)carbonilpropanoico.

La esterificacion es la reaccidn entre acidos carboxilicos o sus anhidridos y
alcoholes para formar esteres y puede estar catalizada por acidos o bases, segun
la reactividad y los requerimientos de los sustratos. Entre los catalizadores basicos

mas empleados tenemos la piridina, el DCC y mas recientemente el DMAP.

En 2007, Dae-won Chung Yy col.; presentaron estudios sobre
procedimientos de esterificacion, en un caso con anhidrido succinico, TEA y B-
sitosterol y otro caso con un glicol, un agente deshidratante como el DCC vy
catdlisis basica por 4-DMAP. [7] Por otro lado en 2012,Jabana, Ismenia realizo la

Esterificacion de la Epiandrosterona como intermediario en el acoplamiento de
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aminoacidos. [26] A partir de esto, se plantearon diferentes condiciones de

reaccion, con el fin de obtener con un mayor rendimiento el producto de interés.

En la figura 33 se muestran las condiciones de reaccién planteadas para la

obtencion del monoester succinico de la Epiandrosterona:

0 A) DMAP/TEA/CHCI,/reflujo

O~ -0
+ ﬁ |
B) DMAP/TEA/reflujo

C) DMAP/pyireflujo

\J

Figura 33: Esterificacion de la Epiandrosterona con anhidrido succinico.

Nuestra atencion estuvo centrada en la optimizacién de la esterificacién con
anhidridos ciclicos, ya que una vez logrado exitosamente esta reaccion, el nuevo

producto permitira el acoplamiento de otras moléculas de interés bioldgico.

De tres procedimientos realizados A, B y C, en solo dos de ellos se obtuvo
el producto de interés, procedimientos B y C. En el procedimiento A, se utilizd
como medio de reaccién cloroformo, éste presenta un punto de ebullicion de 61,2

°C, la cual no fue suficiente para favorecer la formacion de producto.

Por el principio de Le Chatelier, si un sistema es perturbado por un cambio
de temperatura, presion o concentracion, este desplazara su posicion de equilibrio
de modo que se contrarreste dicho efecto, es decir, se debia aumentar la

temperatura de reaccion utilizando otro solvente.

Cuando se aumenta la temperatura en un sistema de equilibrio, este se
desplazara en el sentido que absorba el calor aplicado. Siendo dicha reaccién
endotérmica, el aumento de temperatura favorece a la formacién de los productos.

Por esta razén para los procedimientos B y C, se usé como solvente trietilamina
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(TEA) y piridina (py) respectivamente, ya que sus temperaturas de ebullicion son
90 °C (TEA) y 115,2 °C (py), ademas que actuan como base auxiliar de la 4-N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP), impidiendo que el grupo acido que se forma durante
la esterificacion, inhiba la accion catalitica de esta uUltima a través de la reaccion

acido base entre el catalizador y el grupo acido (figura 34).

HaC CH,
CHg/;J \N/ O\ ‘)
-0
+
+ TEA 6 py N
HO \—N/ N
" |

/
N
He e,
o
J CH3//O
o
O CH,
TEA/ py o .
- —O HO
I\ H
N
X
/
N
H3C/ \CH3

HO\/\/H\O :
I !

Figura 34: Mecanismo de accion de la TEA y la py como bases auxiliares.

Los porcentajes de rendimiento de los procedimientos experimentales By C

se muestran en el siguiente grafico:
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Rendimientos

20 1

10 - H % Rendimiento

Gréfico 1: Rendimientos de producto esterificado obtenidos usando los procedimientos By C.

Al observar el grafico 1, donde se compara los porcentajes de rendimientos
de producto esterificado de los procedimientos B y C, se logra ver que existe una
diferencia de 9 % entre ellos. Al mantener todas las variables idénticas en ambos
procedimientos y solo variar el medio de reaccidon, éste seria nuestra variable.
Tanto en el procedimiento B como en el C se utiliz6 como medio de reaccion
bases orgéanicas, Trietilamina y Piridina respectivamente, entre ellas existe
diferencias estructurales a las que se le atribuye esta diferencia en
rendimientos(ver figura 35).Los atomos tienen mayor electronegatividad a medida
gue aumenta el caracter s de la hibridacion. Por tanto los atomos con hibridacion
(sp®) son menos electronegativos que los (sp?). En la piridina el atomo de
nitrégeno tiene una hibridacién sp? mientras que en la trietilamina el atomo de
nitrégeno tiene hibridacién sp®, lo que hace que el par de electrones en el atomo
de nitrégeno de la trietilamina estén mas disponibles que en el caso de la piridina;
ademas esto se evidencia en los valores de Pk, de ambas bases, los cuales son
8.70 para la piridina y 3.28 para la trietilamina, lo que corrobora el hecho de que la

tritielamina tiene un caracter basico mayor al de la piridina.
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Figura 35:Estructura de la piridina y la Trietilamina.

El proceso de purificacion del producto obtenido en ambos procedimientos,
se realiz6 mediante placas preparativas. Este proceso pudo afectar aleatoriamente
el rendimiento en los procedimientos B y C, debido a que al ser raspada la silica
de interés, esto se realiza solo en la zona media donde se logra ver el producto,
por lo cual parte de éste pudo haber quedado retenido en la silica excedente en la

placa.

Una vez purificados los productos obtenidos, a estos se les determino el

factor de retencion y el punto de fusion ver tabla 4:

Tabla N° 4: Puntos de fusiébn y Rf de los productos obtenidos en los

procedimientos B y C:

Producto Rf en acetona Rf en etanol Pto. De fusion
(100%) (100%) (°C)
220 — 222
B 0,71 0,80 220 - 221
218 — 220
C 0,71 0,80 219 - 220

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determiné que ambos productos,

tanto del procedimiento B como en el C, son iguales. Estos fueron unidos y se les

realizd6 un espectro IR, en CHCI; observdndose una sefal ancha que va entre
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3500 y 2500cm™ que se atribuye a la frecuencia del enlace O-H en &cidos
carboxilicos, una sefial 2936,7cm™ y 2854,7 cm™ que corresponden a la
frecuencia del enlace C-H, una sefial en 1731,5cm™ atribuida a la frecuencia del
enlace C=0 de grupos carbonilos y dos sefiales, una en 1296,5cm™ y 1015,1cm™
gue corresponde a la frecuencia del enlace C-O ambas caracteristicas de los

éster.

Tabla N° 5. Datos espectroscopicos IR, en KBr, del producto de

esterificaciéon sintetizado (Espectro 2).

v (cm™) Intensidad y Forma Asignacion
3500 - 2500 Media y poco aguda O-H
2936,7 / 2854,7 Intensa y poco aguda C sp*-H
1731,59 Intensa y aguda C=0
1296,5 Media y aguda C-O asim
1015,1 Media y aguda C-O sim

También se realiz6 la deconvolucion de la region del espectro IR, donde
se observa que la sefial en 1731,5 cm™ atribuida a la frecuencia del enlace C=0
de grupos carbonilos. Dicha sefial esta compuesta por tres sefales, las cuales son
1710,7 cm™, 1729,2 cm™ y 1741,7 cm™, estas corresponden a la frecuencia del
enlace C=0 de &acido Carboxilico, éster y cetona ciclicas de 5 miembros
respectivamente. (ver deconvolucion 1)

Los siguientes datos fueron comparados con respecto a las sefales del
espectro IR del material de partida, Epiandrosterona (ver espectro 1),
observandose el ensanchamiento de la sefial entre 3500 — 2500 cm™ que
corresponde a la frecuencia de enlace O-H de acidos carboxilicos, la aparicion de
dos sefiales correspondientes a las frecuencias de los enlace C=0, asignadas en

1710,7 cm™ al acido carboxilico y en 1729,2 cm™ al éster.
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6.2 Reduccion selectiva con Diborano.

9 |l1l*l1l1llplrl'lrll.l‘

Figura 36: Montaje disefiado para la reaccion de reduccion.

La sintesis de los alcoholes que se citan a continuacion, fueron realizadas a

través del montaje que se muestra en la figura 36.

6.2.1 Sintesis del alcohol 3-(17-ol-3B-il-5a-androstan)carbonilpropanol.

En la figura 37 se muestran las condiciones de reaccién planteadas para la

obtencion del alcohol de interés:

CH;
*/ CH, /}3
CH, -
1) B,H; en T pioxano °
HO || | —_— > (|)|
\H/\Ao H 2) NaOH/ H,0, HO !
0 © A

Figura 37: Reaccién de Reduccidn selectiva con Diborano.
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De acuerdo con H.C. Brown y colaboradores, el borohidruro de sodio
reacciona facilmente con trifluoruro de boro, ya sea en cantidades

estequiométricas o en exceso para liberar diborano cuantitativamente. [22]

Diglima
_—

3 NaBH, +4 BF, 2 BzHeT + 3 NaBF,

Reaccion 5.

En base a estudios realizados en1960 por H.C. Brown y colaboradores,
donde observaron mediante experimentos de reduccion con diborano de un
ndamero representativo de compuestos organicos, que el orden decreciente en la
tasa de reaccion era el siguiente: &cidos carboxilicos, olefinas, cetonas, nitrilos
epoxidos y esteres. [24]Por esta razon se intentod la reduccién selectiva del grupo
carbonilo del &cido carboxilico del monoester succinico de la Epiandrosterona en

presencia de grupos funcionales como éster y cetona.

Sin embargo, al analizar el producto de reaccion se encontré el producto de
reduccion tanto del grupo carbonilo del acido carboxilico como de la cetona
pentaciclica del anillo D (ver figura 38), con un rendimiento del 82%. Esto se
puede atribuir al exceso de diborano utilizado. La reduccién de la cetona en el
anillo D puede ser explicada en términos de la liberacion de tensidon angular
cuando se pasa de un anillo de cinco miembros con un carbono sp? a un anillo de

5 miembros con carbonos sp°.

1) B,Hg en thr: pioxano
o ]

Ho I
NN N 2) NaOH/ H,0, HO __~_"\
O

T

Figura 38: Reaccién de Reduccion con Diborano.
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De igual forma con la finalidad de que el proceso de reduccion fuese mas
efectivo, se coloc6 una piedra porosa en la salida del gas del balén E (ver figura
36) de manera de que un mayor burbujeo aumenta la superficie de contacto del

gas con la solucién.

Una vez purificado el producto obtenido, a éste se le determiné el factor de

retencion y el punto de fusién ver tabla 6:

Tabla N° 6: Punto de fusién y Rf del producto obtenido en el procedimiento de

reduccidn del monoester succinico e la Epiandrosterona:

Rf en Rf en
Producto Diclorometano/acetona Tolueno/acetona Pto. De fusién (°C)
(95/5)% (95/5)%
Alcohol 0,42 0,17 146 - 147
144 - 145

De acuerdo a los resultados obtenidos en el espectro infrarrojo (IR) en
CHCI; del producto, se observa una sefial en 3469,3cm™ que se atribuye a la
frecuencia del enlace O-H, una sefial en 2929,7cm™ y 2860,7 cm™ que
corresponden a la frecuencia del enlace C-H, una sefial en 1729,9 cm™ atribuida a
la frecuencia del enlace C=0 del grupo carbonilo del éster, una sefial en 1129,6
cm™* atribuida a la frecuencia del enlace CH-OH del alcohol secundario, una sefial
en 1080,1 cm™ atribuida a la frecuencia del enlace CH,-OH del alcohol primario y
dos sefiales, una en 1300,9 cm™y 1047,0 cm™ que corresponde a la frecuencia del

enlace C-O ambas caracteristicas de los esteres.
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Tabla N° 7. Datos espectroscépicos IR, en CHCI;, del producto de

reduccion sintetizado (Espectro 3).

v (cm™) Intensidad y Forma Asignacion
3469,3 Media y poco aguda O-H
2929,7 / 2860,7 Media y poco aguda C sp>H

1729,9 Intensa y aguda Cc=0

1129,6 Intensa y aguda CH-OH
1080,1 Intensa y aguda CH,-OH
1300,9 Intensa y aguda C-O asim
1047,0 Intensa y aguda C-O sim

También se realiz6 la deconvolucion de dicho espectro IR, de la region
donde aparece la banda C=0, donde se observa que la sefial en 1729,9 cm™
atribuida a la frecuencia del enlace C=0 de grupos carbonilos, esta compuesta por
una sola sefal, lo que corresponde a la presencia de un solo grupo carbonilo en el

espectro. (Ver deconvolucion 2)

Los siguientes datos fueron comparados con respecto a las sefales del
espectro IR del material de partida, monoester succinico e la Epiandrosterona (ver
espectro 2), observandose una sefial mas estrecha en 3469,3 cm™ que
corresponde a la frecuencia del enlace O-H de alcoholes, la desaparicién de dos
sefales correspondientes a las frecuencias de los enlace C=0, observandose sélo

una sefial 1729,9 cm™ que corresponde al éster.

6.3 Proteccion de la fenilalanina

6.3.1 Sintesis del &cido 2-trifluorocarbonilamino-3-fenilpropanoico.

El producto de proteccion observado en la figura 39 se logro sintetizar con

éxito en las condiciones de reaccion ilustrada a continuacion:
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Figura 39: Proteccidn de la Fenilalanina.

En dicha reaccién se utiliz6 la piridina (py) como catalizador para la
formacion de la correspondiente amida. Al producto se le realizaron lavados con

una solucion de HCI al 10 % a fin de eliminar el exceso de piridina.

El grupo trifluoroacetil es utilizado en la proteccién del grupo a-amino
presente en aminoacidos, debido a que es facilmente removible en condiciones
débilmente basica.?® Es conocido que el uso de &cido trifluoroacetico asi como
anhidrido trifluoroacetico en el proceso de proteccion favorece la racemizacion de
los productos obtenidos?®®. De igual forma, se utilizé &cido trifluoroacetico para la
proteccion del grupo a-amino de la fenilalanina debido a su disponibilidad y a que
el interés principal, era estudiar el posible acoplamiento del producto protegido al

androstano estructuralmente modificado.

De acuerdo al espectro infrarrojo (IR) en CHCI3, se observa una sefal en
3319,6cm™ que se atribuye a la frecuencia del enlace N-H en amida, una sefial
que va entre 3500 — 2500cm™ que se atribuye a la frecuencia del enlace O-H en
acidos carboxilicos, una sefial en 3030,9 cm™ atribuida a la frecuencia de enlace
Csp®-H de aromaético y una sefial en 2931,3 atribuida a la frecuencia de enlace
Csp®-H, una sefial en 1711,1cm™ atribuida a la frecuencia del enlace C=0 del
grupo carbonilo, una sefial ancha que va entre 1200 — 1100cm™ que se atribuye a
la frecuencia del enlace C-F;, dos sefiales, una en 756,6cm™ y 700,9cm™ que
corresponde a la frecuencia del enlace C-H ambas caracteristicas del benceno

monosustituido.



Tabla N° 8. Datos espectroscopicos IR,

proteccion sintetizado (Ver Espectro 4).
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en CHCI3, del producto de

v (cm™) Intensidad y Forma Asignacion
3319,6 baja y poco aguda N-H
3500 — 2500 ancha O-H
3030,9 Baja y poco aguda Csp®-H (tension)
2931,3 Baja y poco aguda Csp*-H
17111 Alta y aguda C=0
1200 — 1100 Alta y ancha C sp>-F;
756,6
700,9 Intensa y aguda C sp*H (deformacién)

También se realiz6 la deconvolucion de dicho espectro IR, donde se

observa que la sefial en 1711,1 cm™ atribuida a la frecuencia del enlace C=0 de

grupos carbonilos. Dicha sefial esta compuesta por dos sefiales, las cuales son

1710,7 cm™, 1731,2 cm™, estas corresponden a la frecuencia del enlace C=0 de

amida y acido Carboxilico respectivamente. Dichas asignaciones corresponden a

gue la fenilalanina protegida forma puentes de hidrogeno intramolecular (ver figura

40), lo cual afecta la tension de enlace, debido a la interaccién entre los pares de

electrones del heteroatomo con hidrogeno. (Ver deconvolucion 3)

/

Figura 40: Fenilalanina protegida.



59

Tabla N° 9.Datos de Solubilidad del producto de proteccion sintetizado.

Diclorometano Acetona Etanol Agua
T. Ambiente soluble soluble Parcial insoluble
T. Ebulliciéon soluble soluble Soluble soluble

Tabla N° 10.Datos de Punto de Fusion del producto de proteccion sintetizado.

Replica Pto. De Fusion (°C)
1 90-94
2 91-95

6.4 Acoplamiento de aminoacido al producto obtenido de la reaccién de

reduccion.

En la figura 41 se logra ver las condiciones de reaccion, para la obtencion
del producto de acoplamiento esperado:

o ] ]
OH N H || /N
NH A 04<
+ .
N - R,
(0]
= = N ngio
F

F
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Figura 41: Reaccion de Acoplamiento.

Al aminoacido protegido, se agregé DCC en suficiente dimetilformamida, se
calent6 a temperatura de reflujo durante 3 horas, para lograr la reaccion de la DCC
con el grupo acido del aminoacido. Luego se agrego el producto de la reduccién
de la Epiandrosterona esterificada. Después de 72 horas de reflujo se dejo
evaporar la dimetilformamida, se disolvié en Diclorometano y se realizaron lavados
con NaOH 10 % con la finalidad de eliminar cualquier resto de aminoacido
protegido. Se secO con sulfato de magnesio. Se filtr6 y se dejé evaporar el
solvente. La purificacion se realiz6 por cromatografia en columna utilizando una

mezcla de solvente diclorometano / acetona.

De acuerdo al espectro infrarrojo (IR) en CHCI3, se observa una seial en
3299,5cm™ que se atribuye a la frecuencia del enlace O-H en alcoholes, una sefial

en 3053,7cm™ que se atribuye a la frecuencia del enlace C sp®*H en aromaéticos,

Y
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dos sefiales, una en 2929,4 cm™ y 2854,5 cm™ que corresponde a la frecuencia
del enlace C sp®-H, una sefial en 1724,1 cm™ atribuida a la frecuencia del enlace
C=0 del grupo carbonilo, una sefial en 1667,0 cm™ atribuida a la frecuencia del
enlace C=0 del grupo carbonilo, una sefial en 1536,7 cm™ atribuida a la frecuencia
del enlace N-H, una sefial en 1450,6 cm™ atribuida a la frecuencia del enlace C-N,
una sefial ancha que va entre 1200 — 1100 cm™ que se atribuye a la frecuencia del

enlace C-Fs.

Tabla N° 11. Datos espectroscépicos IR, en CHCI3, del producto de

acoplamiento sintetizado ( ver Espectro 5).

v (cm™) Intensidad y Asignacion
Forma
3299,5 Media y poco O-H
aguda
3053,7 baja y poco aguda C sp*-H (tension)
29294 /2854,5 Alta y aguda C sp*H
1724,0 media y ancha c=0
1667,0 Alta y ancha C=0
1536,7 Alta y aguda N-H
1450,6 Media y aguda C-N (deformacion)
1155,0/ 1217,1 Baja y ancha C sp*F3, C-O.

Los datos suministrados a partir de la elucidacion del espectro IR, no son
suficientes para garantizar la obtencién del producto esperado en el acoplamiento,
debido a que las sefales que corresponden a la frecuencia de enlace C=0 estan
corridas, por lo cual no coinciden con las sefales de los C=0 de éster y/o amida.
Por lo cual se plantea la posibilidad de multiples estructuras, las cuales se

muestran en la figura 42.
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Figura 42: Reaccién de Acoplamiento.

A partir de datos espectroscépicos de *C-RMN en(CDCls) y DEPT, se
pudo evidenciar que el producto no esta totalmente puro, por lo cual se realizé la
caracterizacion del compuesto debido a la presencia de sefiales que se le
atribuyen al mismo. Esto se llevd a cabo tomando en cuenta las sefiales
caracteristicas del compuesto y comparando estas con las sefales simuladas para
los posibles productos en cloroformo deuterado, utilizando el software ACDLabs.

El compuesto caracterizado es:

18
12 CHj

0
s 2 2| Q
30, ) 0 22 | |
- NH,

31

Figura 43: Aminoacido esteroidal.
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Tabla N° 12. Asignacion de sefiales de **C-RMN en CDCI; del producto de

acoplamiento sintetizado (Espectro 6).

Carbono Tedrico(ppm) Experimental(ppm)

3 74,20 + 4,30 71,11

17 81,33+ 2,20 77,42

18 12,56 + 5,50 12,29

19 19,64 + 6,70 14,17

20 175,93 + 3,10 169,43

21 32,07 + 5,60 33,04

23 64,54 + 0,20 68,15

24 172,56 + 5,70 157,82

25 54,60 + 13,8 54,47

27 138,00 + 2,20 135,02
28-29 129,78 + 1,80 129,27-129,03
30-31 128,73 + 1,00 128,77-128,62

32 127,52 + 5,90 127,46

De acuerdo a los datos espectroscépicos del espectro *C-RMN en

(CDCl3),se logra observar una sefial en 71,11 ppm que se le atribuye al carbono

3,corresponde al carbono unido al oxigeno del ester, que confirma que ocurrio el

primer paso de la ruta sintética planteada, la esterificacion con anhidrido

succinico. Observando el DEPT, la sefial no desaparece ya que no es un carbono

cuaternario.
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Figura 44 y 45: Sefial correspondiente al carbono unido al oxigeno del ester en 3C.RMN
(CDCl,) y DEPT.

Se logra observar una sefal, en 77,42 ppm que se le atribuye al carbono
17, corresponde al carbono unido al oxigeno, que confirma la presencia de
alcoholes. Observando el DEPT, la sefial no desaparece ya que no es un carbono

cuaternario, solo desaparece la sefal del solvente CDCl;,
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Figura 46 y 47: Sefial correspondiente al carbono unido al oxigeno del alcohol en 3C.RMN
(CDCIs) y DEPT.

Se logra observar dos sefales, una en 12,29 ppm vy 14,17 ppm que se le
atribuyen a los carbonos 18 y 19 respectivamente, corresponden a los metilos
caracteristicos de la estructura del androstano. Observando el DEPT, la sefial no

desaparece ya que no es un carbono cuaternario.

. !11 Jt'ﬂww ,JMW\%U‘%

14 13 12 ppm | iaual ey Aaas i
o 1] ppm

Figura 48 y 49: sefiales correspondientes a metilos caracteristicos de la estructura del
androstano en **C-RMN (CDCls) y DEPT.
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Se logra observar dos sefales, una en 157,82 ppm y 169,43 ppm que se le
atribuyen a los carbonos 24 y 20 respectivamente, corresponden a los carbonos
carbonilicos, que confirma que ocurrio el primer y el Ultimo paso de la ruta sintética
planteada, La esterificacion y el acoplamiento del aminoacido. Observando el

DEPT, la sefial desaparece ya que son carbonos cuaternarios.

J‘& W

T T T T T
155 170 170 165 160 155

Figura 50, 51 y 52: sefiales correspondientes a los carbonos carbonilicos en BC-RMN
(CDCl3) y DEPT.
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Se logra observar una sefal, en 54,47 ppm que se le atribuye al carbono
25, corresponden al carbono unido al nitrégeno, la cual confirma la presencia de la
estructura del aminoacido. Observando el DEPT, la sefial no desaparece ya que

no es un carbono cuaternario.

-

whons

L

L}
i 4
..M.rj J'l’-kr'- —_—
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56 55 54 53

Figura 53 y 54: Sefial correspondiente al carbono unido al nitrégeno en ¥C-RMN (CDCly) y
DEPT.

Se logra observar mdltiples sefales, en 129,27-129,03 ppm, 128,77-128,62
ppm, 127,46 ppm y 135,02 ppm que se le atribuye a los carbonos 28, 29, 30, 31,
32 y 27 correspondientes a los carbonos del anillo aromatico, lo cual garantiza la
presencia de la estructura del aminoacido. Observando el DEPT, las sefiales no
desaparecen ya que no es un carbono cuaternario, solo desaparece la sefial del

carbono 27 (135,02 ppm) ya que es cuaternaria.
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Figura 55y 56: Sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos en BC-.RMN (CDCly)
y DEPT.

Por ultimo, se logra observar dos sefales, una en 33,04 ppm y 68,15 ppm
gue se le atribuyen a los carbonos 21 y 23 respectivamente, corresponden a los
carbonos (CH,), que confirma que ocurrid el primer paso de la ruta sintética
planteada, La esterificacion con anhidrido succinico. Observando el DEPT, las

sefales se invierten, lo que corrobora que son CHa,.
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Figura 57y 58: Sefiales correspondientes a los carbonos CH,en *>*C-RMN (CDCl;) y DEPT.
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7. CONCLUSIONES

Se intenté esterificar la epiandrosterona con acido maldnico y succinico
bajo diferentes procedimientos, sin éxito, esto se le atribuye a que, la accion
catalitica de la DMAP puede ser inhibida por la reaccion acido base entre

éste y el centro acido del intermediario O-monosuccicildiciclohexilurea.

Un aumento de la temperatura de reaccion favorece la formacion de
productos colaterales, posiblemente producto de deshidratacion, por
encima del producto de esterificacion. debido a que, el DCC es un agente

deshidratante de alcoholes.

Se esterificd la epiandrosterona con anhidrido succinico en las siguientes
condiciones: DMAP/TEA/Reflujo y DMAP/Py/Reflujo con rendimientos del

20% y 11% respectivamente.

Se realizé la reduccion del grupo AC. Carboxilico y de la cetona ciclica en el
monoester succinico de la epiandrosterona con anhidrido succinico en las
siguientes condiciones: 1) B,Hg en THF/ Dioxano 2) NaOH/H,O, con un

rendimiento del 82 %.

Un tiempo prolongado de reaccion y un exceso de diborano en la reduccion,

no garantiza la selectividad de reaccién entre acidos carboxilicos y cetonas.

Se realizo la proteccion de la fenilalanina con acidotrifluoroacético en las

siguientes condiciones: Py/Acon un rendimiento del 14 %.

El productodel acoplamiento de la fenilalanina protegida con el alcohol
obtenido en el producto de reduccion no se logré elucidar con éxito,

utilizando solo un espectro IR.
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- Se observé por*C-RMN en (CDCls) que, el producto del acoplamiento no
esta puro y se logré caracterizar el compuesto, obteniéndose el aminoéacido

esteroidal.
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8. RECOMENDACIONES

- Realizar ensayos bioldgicos y estudios de modelaje molecular, con el fin de
determinar si presentan caracteristicas antivirales, especificamente contra el

dengue vy la fiebre amarilla.

- Realizar la proteccion de la cetona en el C-17,

CH3//O

CHg

I
[e]
[@ Jm
—O
(@]
"

HO\/\/H\
o

de manera de poder realizar la reduccion selectiva de acidos carboxilicos en

presencia de éster.

CH, 9
* CH, /7)
§e CH
1) 3
o ] S ﬁ
o) : HO
\H/\A : \/\/\O

O H

- Al montaje del procedimiento de reduccién, en la salida de gas del balon (E),
reemplazar la piedra porosa por un bulbo de vidrio con mdltiples orificios, de
manera de formar un burbujeo disperso y aumentar la superficie de contacto

entre el gas y la solucion.
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9. ESPECTROS Y DECONVOLUCIONES

Espectro 1: Epiandrosterona(3p-Hidroxi-5a-androst-17-ona).
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Espectro 2: Epiandrosterona esterificada con anhidrido succinico.

Acido 3-(17-oxo-3B-il-5a-androstan)carbonilpropanoico.
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Deconvoluciéon 1 de la banda correspondiente al enlace C
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Espectro 3: Reduccion del monoester succinico de la Epiandrosterona.

alcohol3-(17-ol-3B-il-5a-androstan)carbonilpropanol.
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Deconvolucién 2 de la banda correspondiente al enlace C=0

L
-8
=
|2
= o
H
&
L
o
9 ¢
T E
=
(=1
e
24
= R
En
E =
38 e
== o
g% §ad
@
E' i
E 88y 3q
g i E5 3F
-
3
’ 5
-1
F :'d'E' i
™ T T mNEgca B
2| shigeaes
SRR
EEUEQIOSOY Erﬁ 1
Ei fis




Espectro 4: Fenilalanina Protegida.

acido 2-trifluorocarbonilamido-3-fenilpropanoico.
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Espectro 5: Acoplamiento entre el alcohol y la fenilalanina protegida.
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Deconvolucién 4 de la banda correspondiente al enlace C
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Espectro 6: RMN 13C del producto del Acoplamiento entre el alcohol y la
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Espectro 7: DEPT 135 del acoplamiento entre el alcohol y la fenilalanina

protegida.
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