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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se presenta un meétodo para la
preparacion de un catalizador nucleofilico (4-N,N-dimetilaminopiridina) a partir de la
piridina y cloruro de tionilo en cloroformo con un rendimiento del 35%, la cual se empled
junto con la diciclohexilcarbodiimida como catalizadores en la esterificacion de la
epiandrosterona con diferentes agentes acilantes: anhidrido acético con 98% de
rendimiento, y anhidrido succinico y acido succinico con un rendimiento de 40%.Una
vez obtenido el producto esterificado se intento realizar el acoplamiento de la glicina y
de una amina empleando diciclohexilcarbodiimida como catalizador en N,N-
dimetilformamida. Las reacciones fueron seguidas mediante el uso de cromatografia de

capa fina y los productos obtenidos analizados mediante técnicas espectroscopicas.
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INTRODUCCION

Los procedimientos experimentales para la sintesis de nuevos compuestos
tienden, principalmente, a la preparacion de farmacos o drogas con el propdésito de
aliviar o curar enfermedades que afectan a comunidades enteras como epidemias que
se repiten periddicamente. En Venezuela, especificamente, hay enfermedades virales

endémicas tales como el dengue y la fiebre amarilla que generan una alerta nacional.

El término antivirico corresponde a un medicamento, sustancia o procedimiento
gue se utiliza para combatir un virus. Ya refiriéendonos a su concepcion dentro de la
farmacologia, se han clasificado los antivirales segun la naturaleza del compuesto,
todos estos, de una u otra forma se encargan de evitar ya sea la entrada,

establecimiento y reproduccién del virus en las células del organismo.

Algunas estructuras esteroidales han sido ampliamente investigadas, tanto sus
propiedades fisicas como quimicas. Dentro de la familia de los esteroides, los
androstanos han resultado de gran interés para el hombre, lo que se ha traducido en

un importante namero de investigaciones en el ambito de la farmacologia.

Este trabajo de investigacion estd enmarcado dentro de un proyecto en el que se
llevan a cabo modificaciones estructurales en androstanos, con el fin de generar una
serie de compuestos a los que posteriormente se le realizardn ensayos biolégicos 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 y 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



esterificacién y posible acoplamiento de aminoéacidos, con la intencién de estudiar el
comportamiento de los productos generados por dichas transformaciones como

agentes antivirales.



FUNDAMENTO TEORICO

La fiebre amarilla es una infecciébn 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 selvatica, 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 infeccidn por la picadura de mosquitos infectados. Después
de un periodo de incubacién 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.

El dengue es una enfermedad rara benigna, de origen virico, que esta causada
por varios virus transmitidos por artrépodos, del tipo de los arbovirus. Se caracteriza por
fiebre bifasica, dolores musculares o en las articulaciones, erupcién 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 poblacién. 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 bafarse, o en el agua de
lluvia recogida en cualquier recipiente. La enfermedad se produce sobre todo en los

nifos mayores y en los adultos. La propagacion de una epidemia se produce



fundamentalmente a través de seres humanos en fase virémica (con capacidad de
transmitir el virus que se esté replicando en su sangre) y sigue las principales lineas de

transporte urbano. [1]

Terpenos- esteroides

Con el término “esteroides” se denomina a un grupo de sustancias que poseen el
nacleo del ciclopentano-perhidrofenantreno, que puede o no presentar una cadena
lateral en el C-17, asi como los metilos angulares en C-10 y C-13. Se designa como

esteroides entonces a los derivados de pregnano, androstano, estrano y gonano.

Algunas estructuras esteroidales han sido ampliamente investigadas, tanto sus
propiedades fisicas como quimicas, ademas de otras, de interés para el hombre. Los
androstanos, son terpenos tetraciclicos, una de las familias mas comunmente
investigadas en el ambito de la farmacologia, y de la cual haremos referencia a
continuacion, nombrando la clasificacion de la familia, es decir, los terpenos. Los
terpenos son una amplia familia de compuestos, con gran diversidad estructural lo que
dificulta resumir sus caracteristicas mas comunes, pues no solamente se trata de la
variedad de los grupos funcionales, sino ademas del nimero de atomos de carbono que
conforman los esqueletos. La unidad fundamental que define estos esqueletos contiene
cinco atomos de carbono y se conoce como isopreno. De manera general, los terpenos
obedecen a lo que se conoce como regla del isopreno, es decir, la secuencia de los
atomos que conforman un terpeno es tal que pueden localizarse varias unidades
consecutivas de isopreno. Sin embargo, esto no es siempre cierto por cuanto el nimero
de atomos de carbono puede no ser un mdultiplo de cinco, pues son frecuentes las
reacciones de degradacion, o bien suceden rearreglos esqueletales que conducen a

secuencias anormales de la unidad de C5. Entre 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); Carotenoides

(ocho Unidades) y Politerpenos (Varias unidades de C5n, n>9).

Dentro de los triterpenos tenemos los tetraciclicos y pentaciclicos. De los
primeros hay dos series de compuestos principales que se diferencian en su
estereoquimica y en la fusién de los anillos: Protostanos y Apo-eufanos. Entre los
protostanos se encuentran los esteroides, que es un grupo de sustancias que poseen el
ndcleo del ciclopentano-perhidrofenantreno, que pueden presentar o no presentar una
cadena lateral en C-17, asi como los metilos angulares en C-10 y C-13. Se designa

como esteroides a los derivados de pregnano, androstano, estrano y gonano. [2]

Androstanos

Los androstanos, constituyen una parte de la familia de los Terpenos, los cuales
son una larga 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 N° 1), destacandose
ademas otras variedades donde encontramos sustituciones de cadenas alifaticas o
metilos principalmente en los carbonos 10, 13 y 17, asi como la aromatizacion del
anillos A, 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,



glucésidos cardio-activos, acidos biliares, corticosteroides y hormonas sexuales de
mamiferos. Dada la actividad biol6gica conocida de diversos esteroides naturales, los
mismos funcionan como base para la obtencion de compuestos esteroidales sintéticos

0 semi-sintéticos empleados en la medicina.

Es posible inferir que la marcada diferencia en la actividad biolégica observada
entre compuestos que poseen la mismo esqueleto estructural, como por ejemplo,
aguellos basados en el esqueleto de androstano, son en parte atribuidos a los grupos
funcionales encontrados en la estructura, asi como a la forma conferida por estos

nucleos y la estereoquimica de los anillos fusionados.

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 transy cis, 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.

[2]

Esteroides como antivirales

Como evidencia de la propiedad antiviral de los compuestos esteroidales, en
trabajos previos, donde se realizd 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 etiolégico 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
patébgenos para el hombre. Estos estudios proponen que la dehidroepiandrosterona
(DHEA) actua en el ciclo de replicacién de virus como los de la encefalitis japonesa y el

virus de la inmunodeficiencia tipo | (HIV-1). [3]

Al estudiar la replicacién del Virus de la Encefalitis Japonesa (JEV) en lineas
celulares de neuroblastoma de Murina (N18), se encontr0 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 uM)



Estudios sobre el virus de la inmunodeficiencia HIV y FIV in vitro realizados con
DHEA, dexametasona o0 analogos 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. [3]

Ante la presencia de los compuestos se observd una inhibicion en la replicacion
del virus VIH-1 en lineas celulares (medida por la acumulacién de la actividad
transcriptasa reversa, y por la liberacion del antigeno p24 las cuales disminuyen en
presencia de los compuestos en cuestidon) junto a una interrupcion de la fusién celular
estimulada por VIH-1. Del mismo modo, se demostr6 que la actividad antiviral
(inhibicion de la produccion de la transcriptasa reversa) también afecta a células
cronicamente infectadas por el Virus de Inmunodeficiencia Felino (FIV); al igual que en
la infeccion con JEV, en donde no se pudo reproducir el efecto antiviral ante el sulfato
de DHEA (DHEA-S). [3]

Los estudios acerca de la accion inhibidora de DHEA en la infectividad del virus
Junin (JUNV) arrojaron que no ejercia efectos en los diferentes procesos de adsorcion
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 nucleocépside) se aprecio un maximo efecto inhibitorio de los compuestos
(95% de inhibicion) cuando los mismos se encontraban presentes durante las primeras

horas de la infeccion. [3]

Se determind asi que el agregado de los compuestos una vez transcurrida la
internalizacion de las particulas virales (2 horas post-infeccion) inhibe la sintesis de

proteina N producida a lo largo de un anico ciclo de replicacion viral. [3]



Aminoacidos

Un aminoacido es una molécula organica con un grupo amino (-NHy) y un grupo
carboxilico (-COOH; acido). Los aminoacidos més frecuentes y de mayor interés son
aguellos que forman parte de las proteinas. Dos aminoacidos se combinan en una
reaccion 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 reaccion ocurre de
manera natural en los ribosomas, tanto los que estan libres en el citosol como los

asociados al reticulo endoplasmatico. [4]

Todos los aminoacidos componentes de las proteinas son alfa-aminoacidos. Por
lo tanto, estan formados por un carbono alfa unido a un grupo carboxilo, a un grupo
amino, a un hidrégeno y a una cadena (habitualmente denominada R) de estructura
variable, que determina la identidad y las propiedades de los diferentes aminoacidos;
existen cientos de cadenas R por lo que se conocen cientos de aminoacidos diferentes,
pero s6lo 20 forman parte de las proteinas y tienen codones especificos en el cédigo

genético. [4]

La estructura general de un 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):

H,N //o
R>_\OH

Figura 2.
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"R" representa la cadena lateral, especifica para cada aminoacido. Técnicamente
hablando, se los denomina alfa-aminoacidos, debido a que el grupo amino (—NH;) se
encuentra a un atomo de distancia del grupo carboxilo (-COOH). Como dichos grupos
funcionales poseen H en sus estructuras quimicas, son grupos susceptibles a los
cambios de pH; por eso, al pH de la célula practicamente ningin aminoéacido se

encuentra de esa forma, sino que se encuentra ionizado. [4]

/ A |
H H - -
SNT oo« SNT o H—N o
1 e ,/ K2 ’
R OH R o} R o
Catién Zuitterion Anion
Figura 3.

Los aminoé&cidos a pH bajo (4cido) se encuentran mayoritariamente en su forma
cationica (con carga positiva), y a pH alto (basico) se encuentran en su forma aniénica
(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 zuitterion. [4]

Existen muchas formas de clasificar los aminoacidos; las tres formas que se

presentan a continuacién son las mas comunes.
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Segun las propiedades de su cadena. Los amino&cidos se clasifican habitualmente

segun las propiedades de su cadena lateral:

e Neutros polares, polares o hidrofilos: Serina (Ser, S), Treonina (Thr, T), Cisteina
(Cys, C), Asparagina (Asn, N), Glutamina (GIn, Q) y Tirosina (Tyr, Y).

o Neutros no polares, apolares o hidréfobos: Glicina (Gly, G), Alanina (Ala, A),
Valina (Val, V), Leucina (Leu, L), Isoleucina (lle, 1), Metionina (Met, M), Prolina
(Pro, P), Fenilalanina (Phe, F) y Triptéfano (Trp, W).

« Con carga negativa, o acidos: Acido aspartico (Asp, D) y Acido glutamico (Glu,
E).

« Con carga positiva, o basicos: Lisina (Lys, K), Arginina (Arg, R) e Histidina (His,
H).

o Aromaéticos: Fenilalanina (Phe, F), Tirosina (Tyr, Y) y Triptéfano (Trp, W) (ya

incluidos en los grupos neutros polares y neutros no polares).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Neutros_polares&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula_polar
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Neutros_no_polares
http://es.wikipedia.org/wiki/Apolar
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3fobo
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_%28qu%C3%ADmica%29
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Segun su obtencion, 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 que 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). [4]

A los aminoéacidos 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).

Las propiedades de los aminoacidos son las siguientes:

« Acido-base: comportamiento de un aminoacido cuando se ioniza. Cualquier
aminoacido puede comportarse como acido y como base y se denominan sustancias
anfoteras. Cuando una molécula presenta carga neta cero esta en su punto isoeléctrico.
Si un aminoacido tiene un punto isoeléctrico de 6,1 su carga neta sera cero cuando el

pH sea 6,1. Los aminoacidos y las proteinas se comportan como sustancias tampoén.


http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cidos_esenciales
http://es.wikipedia.org/wiki/Valina
http://es.wikipedia.org/wiki/Leucina
http://es.wikipedia.org/wiki/Treonina
http://es.wikipedia.org/wiki/Lisina
http://es.wikipedia.org/wiki/Tript%C3%B3fano
http://es.wikipedia.org/wiki/Histidina
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Isoleucina
http://es.wikipedia.org/wiki/Arginina
http://es.wikipedia.org/wiki/Metionina
http://es.wikipedia.org/wiki/Alanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Prolina
http://es.wikipedia.org/wiki/Glicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Serina
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciste%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Asparagina
http://es.wikipedia.org/wiki/Glutamina
http://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_asp%C3%A1rtico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A1mico
http://es.wikipedia.org/wiki/Ionizaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Anf%C3%B3tero
http://es.wikipedia.org/wiki/Punto_isoel%C3%A9ctrico
http://es.wikipedia.org/wiki/Tamp%C3%B3n_qu%C3%ADmico
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. Opticas: todos los aminoacidos excepto la glicina tienen el carbono alfa
asimeétrico, lo que les confiere actividad Optica; esto es, sus disoluciones desvian el
plano de polarizacion cuando un rayo de luz polarizada las atraviesa. Si el desvio del
plano de polarizacion es hacia la derecha (en sentido horario), el compuesto se
denomina dextrégiro, mientras que si se desvia a la izquierda (sentido antihorario) se
denomina levagiro. Un aminoacido puede en principio existir en sus dos formas
enantioméricas (una dextrégira y otra levégira), pero en la naturaleza lo habitual es
encontrar sélo una de ellas. Estructuralmente, las dos posibles formas enantioméricas
de cada aminoécido se denominan configuraciéon Do L dependiendo de la orientacion
relativa en el espacio de los 4 grupos distintos unidos al carbono alfa. ElI hecho de que
sea dextrogiro no quiere decir que tenga configuracion D.Todos los aminoacidos

proteicos son L-aminoacidos.

e Quimicas: las que afectan al grupo carboxilo, como la descarboxilacion, etc.; las

que afectan al grupo amino, como la desaminacion; y las que afectan al grupo R.[4]

Peptidos

La historia de la sintesis de péptidos comienza con Emil Fisher, quien al
establecer la quimica de las proteinas obtuvo la sintesis del dipéptido glicil-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 de la técnica fue lenta, los

primeros polipéptidos sintetizados fueron homopolimeros ya que se presentaba un


http://es.wikipedia.org/wiki/Glicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Sentido_horario
http://es.wikipedia.org/wiki/Quiralidad_%28qu%C3%ADmica%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Sentido_antihorario
http://es.wikipedia.org/wiki/Quiralidad_%28qu%C3%ADmica%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Enanti%C3%B3mero
http://es.wikipedia.org/wiki/Enanti%C3%B3mero
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_carboxilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Descarboxilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_amino
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Desaminaci%C3%B3n&action=edit&redlink=1
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problema al momento de combinar amino&cidos: debia protegerse el grupo amino de un
tipo para evitar que se uniera con un aminoacido 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
formacién 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 le llevd 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 pancreatica bovina A de 124 residuos en 6 semanas,
mediante la sintesis de péptidos en fase solida (SPPS, de sus siglas en inglés), técnica

por la que recibié el premio Nobel de quimica en 1984. [21]

Enlace Peptidico.

La union entre dos aminoacidos se lleva a cabo por la reaccion que se presenta
entre el grupo carboxilo de un amino&cido con el grupo amino de otro formando una
amida mediante la pérdida de una molécula de agua. Esta unién covalente es a lo que
se denomina enlace peptidico, el cual tiene una geometria planar y caracteristicas de

doble enlace, debido a la resonancia existente. [21]

Activacion y Acoplamiento
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La formacién del enlace peptidico es una reaccién endergbnica, una simple
adicion de un acido carboxilico con una amina dara como resultado la obtencion de la
sal organica correspondiente, por lo que, si lo que buscamos es la formacion de una
amida, el grupo carboxilo debe ser activado. EI mecanismo que se sigue para el
acoplamiento de dos aminoéacidos es amindlisis y se resume en la figura 4. En donde X
es cualquier agente activante de naturaleza electrofilica, el cual debe ser
minuciosamente escogido, ya que una mala eleccién puede llevarnos a racemizacion.
En la figura 4 se muestra como se genera el enlace peptidico por aminolisis. R; y Rz

hacen referencia al resto de la formula del aminoé&cido. [21]

/ O| NH-R,
R1—X — R,—<
"on Rw R Rt X
OH O

Figura 4.

A continuacion se mencionan algunos:

Cloruros y fluoruros de acilo.

- Acil azidas.

- Anhidridos.

- Esteres activados.

- Carbodiimidas. 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 activacién y acoplamiento desde entonces. Reacciona
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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

activacion es la formacion de una O-acilurea (figura 5)

H
oV A N
o) o)
=
bcc O-acilurea w
Ry
Figura 5

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 anion 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 separacion de éste del péptido sintentizado es muy facil 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. Por otro lado, en
ausencia del reactivo nucleofilico, la Oacilurea se rearregla lentamente en N-acilurea, la
cual no so6lo reduce la produccion, sino que también da problemas de purificacion, esto
puede prevenirse agregando el reactivo nucleofilico adecuado, antes que las

reacciones secundarias se den. [21]

- Sales de fosfonio

Grupos protectores para los aminoacidos
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Uno de los principales pasos para la sintesis de péptidos es la proteccion de los
grupos funcionales de los aminoacidos, éstos deben protegerse para evitar la formacion
de un enlace peptidico no deseado, es decir, impedir que el grupo carboxilo de un
aminoacido 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 aminoécidos, 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 formacién del
enlace peptidico al final o en fases intermediarias de la sintesis. En este sentido, se
pueden clasificar a los grupos protectores como permanentes, los cuales son retenidos
hasta que el péptido ha sido completado, o temporales, los cuales se eliminan al final

de cada etapa de sintesis.

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. [21]

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
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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 Optica, es
decir, inhiben la racemizacion de los centros quirales adyacentes a estos grupos

protectores.

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

- Benciloxicarbonil.
- t- Butoxicarbonil (Boc).
- 2-(4-bifenilil)-isopropoxicarbonil (Bpoc).

- Fluorenil-9-metoxicarbonil (Fmoc).

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:

- Trifenilmetil (trityl, Trt).
- 2-Nitrofenilsulfonil (Nps).

- Ditiosuccinil

Grupos protectores del a-carboxilo

La proteccion del grupo carboxilo no es tan necesaria como la del amino , ya que
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
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protector es de manera similar a la aquella vista para los derivados del uretano,
después de todo, son ésteres de un tipo especial. [21]

- Metil éster (-COO-CHjg) y Etil éster (-COO-CH,-CHg). 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.

- Bencil éster (-COO-CH,Cg¢Hs). Obtenido a partir de la esterificacion del
alcohol bencilico, este grupo protector se popularizdé por presentar menos problemas
para la desproteccion que el metil o etil éster, aunque al igual que estos ultimos, 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-Butil éster (-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,
aungque son menos sensibles a acidolisis, por lo que es posible diferenciar entre el
rompimiento de un grupo Boc y un t —Bultil éster. Sin embargo, se recomienda utilizarlo

en combinacion 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 mas rapido que el del metil éster. Para efectuar la desproteccion de
este grupo se utiliza un tratamiento de peroxido de hidrogeno en DMF a un pH de 10.5
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por 15 minutos, esto debido a la susceptibilidad que tienen los fenil ésteres al ataque
del i6n 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. [21]

Catalisis nucleofilica

La participacion de catalizadores nucleofilicos como agentes que facilitan
reacciones de acilacidén, 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. [5]

A mediados del siglo XX se estudié 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.

A partir de piridina se pueden sintetizar 4-dialquilaminopiridinas en dos pasos [9].
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 acilacion 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,
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proporcionando asi una alternativa al procedimiento usual de tratar alcoxidos de sodio o
magnesio con cloruros de acilos. [5].

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 Ultimo siglo para procesos de
acilaciones. Sin embargo, este método ha arrojado resultados insatisfactorios sobre
compuestos desactivados. Esto no fue sino hasta mediados de 1960 en 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

H4C HC

‘1, ‘1,

—_—
1011

i) Anhidrido acético, piridina, 14h a Temperatura ambiente, 5% de Rendimiento
i) Anhidrido acético, DMAP, TEA, 14h a Temperatura Ambiente, 86% Rendimiento

Figura 6

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
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plantearon dos procesos factibles para su preparacion a nivel industrial, de los cuales,
uno de ellos exploran la obtencién del DMAP a partir de la formacion de la sal de
piridilpiridinio para luego atacarla con un nucledfilo como la dimetilamina (DMA) o la
N,N-dimetilformamida (DMF). [6]

N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC)

La N,N'-diciclohexilcarbodiimida es un compuesto organico con férmula quimica
Ci3H22N2, 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. EsS muy soluble en diclorometano, tetrahidrofurano, acetonitrilo vy
dimetilformamida, pero es insoluble en agua. Este compuesto suele ser abreviado como
DCC. [7]

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"=C-NR « RN-C=N'R

Existen diferentes rutas para la sintesis de DCC:

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

hasta 67% usando este procedimiento:


http://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
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/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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C6H11NC + C6H11NH2 + 02 — (C6H11N)ZC + Hzo

Tang y colaboradores’condensaron dos isocianatos usando el catalizador
ZP(MeNCH,CH,)3N con rendimientos del 92%: [7]

Usos sintéticos del DCC:

El DCC es un agente deshidratante para la preparacion de amidas, cetonas,
nitrilos. En estas reacciones, el DCC se hidrata para formar diciclohexilurea (DCU),
compuesto que es insoluble en agua. EI DCC también puede ser usado para la

inversion de la conversion de alcoholes secundarios Gpticamente activos. [7]

Oxidaciéon de Moffatt. Una solucién de DCC y dimetilsulfoxido (DMSO) da origen
a la denomina oxidacion de Pfitzner-Moffatt. Este procedimiento es utilizado para la
oxidacion de alcoholes a aldehidos y cetonas. A diferencia de las oxidaciones mediadas
por metales, las condiciones de reaccién son suficientemente suaves para impedir la
sobre oxidacion de aldehidos a acidos carboxilicos. Generalmente, se permite que
reacciones tres equivalentes de DCC y 0,5 equivalentes de una fuente de protones en
DMSO durante toda una noche a temperatura ambiente. La reaccion es llevada a cabo
con acido. La oxidacion de alcoholes primarios y de alcoholes secundarios procede de

una forma similar. [7]

La deshidratacion de alcoholes también se realiza usando DCC. Esta reaccion
procede produciendo la O-acilurea y el alqueno correspondiente:

RCHOHCH,R' + (CsH1:N),C — RCH=CHR' + (CgH1:NH)»CO
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También es empleada en la inversion de configuracion de alcoholes secundarios
por formacion de un éster de formilo, seguido de saponificacion. El alcohol secundario
es mezclado directamente con DCC, formaldehido, y una base fuerte como el metéxido

de sodio.

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.

Finalmente, en las reacciones de copulacién de péptidos promovidas por DCCel
extremo N-terminal suele ser usado como el punto de uniéon al que se le agrega los
mondmeros 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 &tomo de oxigeno cargado negativamente
actuara como un nucledfilo, 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.[7]
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http://es.wikipedia.org/wiki/Met%C3%B3xido_de_sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Met%C3%B3xido_de_sodio
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=4-dimetilaminopiridina&action=edit&redlink=1
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/Grupo_saliente
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Sustituci%C3%B3n_nucleof%C3%ADlica

25

ANTECEDENTES

En 1978, Hofle y colaboradores®, propusieron un método coherente he innovador
para la preparacion de la N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) y 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 acilacién son incompletas
por procesos convencionales en piridina. Los autores realizaron ademas una revision
de las posibles aplicaciones del DMAP en terpenos, esteroides, carbohidratos y
nucledsidos, o bien en la transformacion de amino acidos en a-acilaminocetonas y la
polimerizacion de isocianatos. Adicionalmente, las sales de 4-dialquilaminopiridinio N-
sustituidas pueden ser usadas en transferencias de grupos sensibles a nucledfilos en

medios acuosos. [6]

En 2003, Calmes y colaboradores®, prepararon el acido (S)-N-Boc-pipecélico y el
(S)-N-Boc-2-piperidinemetanol mediante la esterificacion estereoespecifica inducida por
DCC y DMAP con (S)-a-metil pantolactona, seguido por la saponificacion y reaccion de

reduccion de protector N-Boc. [8]

CH3
CH3

Figura 7
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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.[8]

En 2007, Chung y colaboradores®, presentaron sus estudio sobre la sintesis y
solubilidad de derivados hidrofilicos de [-sitosterol, los cual son conocido por su
potencial para reducir los niveles de colesterol en sangre. Los procedimientos de
esterificaciones se realizaron con polietilenglicol (PEG) y p-sitosterol con
funcionalizacion carboxilica en presencia de un agente deshidratante, como el DCC y

catalisis basica por DMAP.[9]

H3C

CH, HsC

CH3 Ty

2h-80°C

OCOCH,CH,COOH
OH

CEs + HO‘EVO}FH
n

Figura 8

En el 2009,Ko y colaboradores'®, presentaron un estudio sobre un protocolo
general y eficiente para la reaccion de adicion de Michael de [(3-cetoesteres en agua
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pura. Las reacciones fueron catalizadas exitosamente por el nuevo DMAP vy los
deseados aductos de Michael fueron obtenidos en altos rendimientos. [10]

En 2010, Farshori y colaboradores'?, reportaron un estudio con respecto a la
esterificacion mediante DCC/DMAP de acidos grasos olefinicos con grupos hidroxi y sin

ellos con B-sitosterol, asi como su estudio de actividad antimicrobialin vitro.[12]

HaC

HiC CH,4
CHjz HsC

CH,

O

OH )\
=
o CHg

Figura 9

En 1990, Neises y colaboradores trabajaron en la esterificacion de &cidos
carboxilicos con diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4-N,N-dimetilaminopiridina (4-DMAP)
como catalizadores y encontraron rendimientos de reaccién alrededor de 60-80 %. Los
autores del trabajo generalizaron que a medida que el grupo R del &cido carboxilico era
mas ramificado, el rendimiento disminuia considerablemente. Si se trataban de &cidos
carboxilicos aromaticos, cuando en el anillo se encontraban grupos dadores de
densidad electronica, el rendimiento se veia igualmente disminuido. ElI esquema 5

muestra un ejemplo de la reaccién con DMAP y DCC: [11]
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| I ATE DCC I | MG CH,
C OH
O/\/\/\OH-H_'3 WH C/\O/\/\/\OX
CHg CH,
Figura 10

Esta reaccion de esterificacion es conocida como la Esterificacion de Steglich y
es una reacciéon que permite la facil conversion de sustratos estéricamente impedidos y
de sustratos sensibles a medio acido, a sus ésteres correspondientes. También resultd
ser un método conveniente y novedoso en cuanto al empleo de DCC y 4-DMAP como
catalizadores simultaneos de reacciones de esterificacion, mas aun, para la formacion
de esteres de tert-butilo ya que el tert-BuOH tiende a formar carbocationes e isobuteno
luego de una eliminacidbn subsecuente bajo las condiciones empleadas en la
Esterificacion Fischer. EI mecanismo de la esterificacion de Steglich inicia con una
reaccion entre la DCC y el acido carboxilico, formando entonces una O-acilisolrea

intermediaria, la cual posee una reactividad similar al anhidrido del &cido

SO :
N O

\
I Il ~0
e e

OH N N
\/\O H™

Figura 11

correspondiente: [11]
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OBJETIVOS

Objetivo general

Esterificar la epiandrosterona como intermediario para el acoplamiento de la

glicina.

Objetivos especificos

- Sintetizar la 4-dimetilaminopiridina (DMAP) para su utilizaciéon como catalizador

nucleofilico en la reaccion de esterificacion de la epiandrosterona.

- Esterificar la epiandrosterona con los sistemas: acido succinico/DCC/DMAP y

anhidrido succinico/DMAP.

- Acoplar la glicina a la epiandrosterona esterificada.

- ldentificar los productos obtenidos, una vez purificados, por técnicas

espectroscopicas.



PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Reactivos

- HCI Riedel-de Haén
- MgSOq,

- HNOs3

- Epiandrosterona

- Anisaldehido

- Ninhidrina

- Anhidrido acético

- Anhidrido succinico

- Acido succinico

- Glicina

- N,N-dimetiletilendiamina

- Fenilanalina

- Lisina

- Cloruro de tionilo

- Hodroxido de potasio (KOH)
- Cloruro de sédio (NaCl)

Solventes

- Hexano

- Cloroformo

- Diclorometano *

- Etanol *

- N,N-dimetilformamida
- Metanol

-  Tolueno
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- Piridina
(*): Destilado

Determinacién de datos Fisicos

Punto de Fusion (Pf)
Se determinaron empleando el método con un tubo thiele.
Espectros Infrarrojo (IR)

Fueron registrados en un equipo IR-Therno Nicolet Nexos 470 FT EFP, utilizando

una pastilla de KBr.
Espectros de Resonancia Magnética de Protones (RMN*H)

- BRUKER (300 MHz)

Se utilizé 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.

Cromatografia Capa Fina (ccf)

Se utiliz6 como adsorbente silica gel Merck DC-60Fs,4, capa de 0,2 mm de espesor

en placas de aluminio.

Cromatografia de Columna (cc)
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Se utilizo como soporte silica-gel de Aldrich, 60 A, con un area de superficie de 500
m?/g y un volumen de 0,75 cm®g ( 70-230 MESH ASTM).

1.- Sintesis del DMAP

Se colocaron (10+1)mL de piridina en (50+1)mL de cloroformo, se dejé gotear
aproximadamente (5t1)mL de cloruro de tionilo lentamente durante 15 minutos en
condiciones de reflujo hasta que se observé la formacién de cristales amarillos en las
paredes del recipiente, los cuales correspondieron a la sal de cloruro de piridinpiridinio
la cual es sensible a la humedad. Se procedi6 a destilar la piridina, el cloruro de tionilo y
el cloroformo. Al producto se le colocaron (15+1) mL de N,N-dimetilformamida,
manteniéndose en reflujo a 155 °C aproximadamente durante 3 horas. Se afiadié
hidréxido de potasio al 20% asegurandose de mantener un pH basico, manteniéndose
con agitacion y calor. La solucion obtenida fue de color rojo oscuro y muy viscosa, y se
dejo reposar durante un dia. La mezcla de reaccion se extrajo con benceno. Los
extractos se unieron, fueron secados con sulfato de sodio y filtrado. Se evapor6 a
presion reducida. El producto se purific6 mediante cromatografia de columna con una
mezcla de solventes cloroformo/hexano (1:1). Todas las reacciones fueron seguidas por
CCF. Se obtuvieron (5,32452+0,00001)g (43,58mmol). El punto de fusion del producto

obtenido fue de (110-114)°C. El rendimiento de esta reaccion fue de 35%.

2.- Esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido acético.

2.1.- En presencia de la 4-DMAPy DCC en cloroformo.
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Se agregaron (10,0+0,1)mL de anhidrido acético, (0,71003+0,00001)g
(3,670mmol) de diciclohexilcarbodiimida, (1,04255+0,00001)g (3,590mmol) de
epiandrosterona y cantidades cataliticas de la 4-DMAP en suficiente cloroformo. Se
form6 una mezcla heterogénea de color amarillento. Luego de 3 horas se realizé CCF
para comprobar la formacion de un producto. Se filtr6 para separar los productos
colaterales formados (diciclohexilurea y DCC sin reaccionar). Se recristaliz6 con
agua/acido acético. Se obtuvieron (1,12042+0,00001)g (3,37mmol). El rendimiento de

esta reaccion fue de 94%.

2.2.- En presencia de la DCCy cloroformo.

Se agregaron (10+1)mL de anhidrido acético, (0,71339+0,00001)g (3,677mmol)
de diciclohexilcarbodiimida y (1,02633+0,00001)g (3,533mmol) de epiandrosterona en
suficiente cloroformo. Se formé una solucién de color blanco homogénea. Se agrego
cloroformo para homogeneizar la mezcla. Luego de 3 horas se realiz6 CCF y se
observé la formacion de un producto. Se filtr6 para separar los productos colaterales
formados (diciclohexilurea y DCC sin reaccionar). El producto se recristalizé con
agua/acido acético, se filtr6 y se dejd6 secar. Se obtuvieron (1,15404+0,00001)g
(3,47mmol). El rendimiento fue de 98%.

3.- Esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido succinico.

3.1.- En presencia de la 4-DMAP, DCC y cloroformo.

Se agregaron (1,00890+0,00001)g (3,47358mmol) de epiandrosterona,
(0,33756+0,00001)g (3,44244mmol) de anhidrido succinico, DMAP en cantidades
cataliticas y (0,71000+0,00001)g (3,44660mmol) de Diciclohexilcarbodiimida (DCC), en



34

(20£)mL de cloroformo. Se mantuvo en condiciones de reflujo durante 5 horas,
momento en el cual se observo la formacion de cristales disueltos en una solucién de
color naranja. Se realizd una extraccion con cloroformo y se recristalizO con acido
acético/agua, se filtro y se dejé secar. La purificacion del compuesto se realizo
empleando cromatografia en columna con una mezcla de solventes de
cloroformo/Metanol en 8:2. Se obtuvieron (0,96654+0,00001)g y un rendimiento del 47%

3.2.- En presencia de trietanolamina y dicloroetano.

Se agregaron (1,33987+0,00001)g (4,61308mmol) de epiandrosterona,
(0,81809+0,00001)g (8,34288mmol) de anhidrido succinico, (0,5+)mL de trietanolamina
en (40+x)mL de 1,2-dicloroetano. Se dejé reaccionar en reflujo y agitacion durante 5 dias
sin obtener algun producto (la reaccion fue seguida por CCF), Se agreg6 entonces un
exceso de (0,80505+0,00001)g (8,2099mmol) de anhidrido succinico y pasado 1 dia no

se observé la formacion de algun producto.

3.3.- En presencia de 4-DMAP y tolueno.

Se agregaron (1,42994+0,00001)g (14,58253mmol) de anhidrido succinico,
(1,00000+0,00001)g (3,44293mmol) de epiandrosterona, cantidades cataliticas de 4-
N,N-dimetilaminopiridina  (4-DMAP) en  suficiente  tolueno.  Después de
aproximadamente 1 semana en condiciones de reflujo se observd mediante CCF la
formacion de un producto mas polar que puede corresponder al producto de
esterificacion. Se filtr0 para separar la solucion de los solidos que quedaron sin
reaccionar y productos colaterales y se purifico en una placa preparativa. Se obtuvieron
(1,06917+0,00001)g del producto de esterificacion con un rendimiento del 44%.
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4.- Esterificacion de la epiandrosterona con acido succinico.

4.1.- En presencia de 4-DMAP, DCC y cloroformo.

Se agregaron 5g (17,21467mmol) de epiandrosterona, (2,04573%0,00001)g
(9,38408mmol) de acido succinico, (3,56465+0,00001)g (17,30413mmol) de
diciclohexilcarbodiimida y 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) en cantidades cataliticas
en suficiente cloroformo. La reaccién se llevd a cabo con agitacion a temperatura
ambiente. En esta reaccion se obtuvieron varios productos colaterales y reactivos sin
reaccionar, entre estos la diciclohexilurea, DCC sin reaccionar, acido succinico sin
reaccionar y un solido blanco con un punto de fusién de 162-165°C, el cual no
corresponde con ninguno de los reactivos que quedaron sin reaccionar. Debido a la
complejidad de la purificacion por las polaridades tan similares entre ambos

compuestos no se pudo determinar el rendimiento de la reaccion.

4.2.- En presencia de DCC y cloroformo.

Se agregaron (1,64272+0,00001)g (13,92136mmol) de acido succinico,
(0,97020+0,00001)g (3,34033mmol) de epiandrosterona y (0,67031+0,00001)g
(3,25393mmol) de diciclohexilcarbodiimida en suficiente cloroformo. Después de 1 dia,
en condiciones de reflujo y agitacion, se observd mediante CCF la formacion de un
producto mas polar que corresponde a la epiandrosterona esterificada. El producto
esterificado se purificé utilizando una placa preparativa empleando una mezcla
diclorometano/etanol 50:0,4 mL, obteniéndose (1,31329+0,00001)g con un rendimiento
del 40%.
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4.3.- En presencia de 4-DMAP, DCC y cloroformo.

Se agregaron (0,56412+0,00001)g (1,94223mmol) de epiandrosterona,
(0,99477+0,00001)g (0,84303mmol) de acido succinico, (1,02854+0,00001)g
(4,99291mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) en
cantidades cataliticas en suficiente cloroformo. Después de 1 dia de reaccién en
condiciones de agitacibn a temperatura ambiente se observo, mediante CCF, la
formacion de un producto mas polar correspondiente a la esterificacion de la
epiandrosterona. Este producto se filtr6 para eliminar productos colaterales solidos, se
purific6 empleando una placa preparativa en una mezcla de solventes cloroformo/etanol
50:0,2 mL. Se obtuvieron (1,11259+0,00001)g con un rendimiento del 43%.

5.- Acoplamiento de la glicina a la epiandrosterona esterificada

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

Se agregaron (0,03897+0,00001)g (0,09979mmol) del producto de la
esterificaciéon de la epiandrosterona con anhidrido succinico obtenidos en la tercera
reaccion con (0,02448+0,00001)g (0,11883mmol) de diciclohexilcarbodiimida (DCC) en
suficiente dimetilformamida durante 4 horas para lograr la reaccién de la DCC con el
grupo acido del producto de esterificacion. Luego se procedi6 a agregar
(0,02365+0,00001)g (0,31533mmol) de glicina. Despues de 2 horas se observo un
cambio en la coloraciéon de la solucion pasando de ser amarilla a anaranjada. Se agrego
agua para extraer la N,N-dimetilformamida y la glicina que haya quedado sin reaccionar
del medio de reaccion. El producto obtenido se reextrajo con cloroformo y se seco con

sulfato de magnesio, se filtrd, se dejo evaporar y se obtuvieron (0,05046+0,00001)g.
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Este producto tuvo un punto de fusion de (145-150)°C. El solido formado fue de color

anaranjado oscuro.

5.2.- En presencia de DCC y N,N-dimetilformamida

Se emplearon (0,28802+0,00001)g del producto de esterificacion obtenido en la
reaccion 4.3 el cual contenia trazas de epiandrosterona que quedaron sin reaccionar.
Se agregaron (0,05216+0,00001)g (0,25281mmol) de DCC en suficiente N,N-
dimetilformamida, luego de 3 horas se adicionaron (0,01964+0,00001)g (0,26163mmol)
de glicina. Luego de 5 horas de reaccion en condiciones de reflujo se observo la
formacién de un producto menos polar que el compuesto esterificado mediante CCF.
Se purificO6 empleando una placa preparativa en la que se obtuvieron
(0,00247+0,00001)g con un rendimiento del 1%.

5.3.- En presencia de DCC y N,N-dimetilformamida.

Se empled en esta reacciéon de igual forma que en la reaccion 5.2 el producto de
esterificacion obtenido en la reaccién 4.3 el cual contenia trazas de epiandrosterona
gue quedo sin reaccionar. Se agregaron entonces (0,35432+0,00001)g. Se agreg6 un
exceso de DCC en suficiente N,N-dimetilformamida. Después de 3 horas de reaccion en
condiciones de reflujo se agregd un exceso de glicina y luego de 5 horas de reaccion se
observdé mediante CCF la formacion de un producto de polaridad ligeramente diferente

a los materiales de partida

5.4.- En presencia de DCC, N,N-dimetilformamida y agua.
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Se emplearon (0,03897+0,00001)g (0,01047mmol) del producto de esterificacion
obtenido en la reaccion 3.3 y cantidades cataliticas de DCC en una mezcla 50:50 de
agua/DMF. Luego de 3 horas se agregd un exceso de glicina y se dejo reaccionar
durante 5 horas. Se observo la formacion de un solido blanco el cual fue insoluble en
cloroformo y metanol cuyo punto de fusion fue de 230°C aproximadamente ya que a
esta temperatura se fundio y ennegrecié. Mediante CCF no se observo la formacién de

algun producto de interés.

6.- Acoplamiento de la N,N-dimetiletilendiamina al producto de esterificacion.

Se agregaron (0,00902+0,00001)g (0,02309mmol) de producto de esterificacion
de la reacciéon 4.3, un exceso de DCC, (2,00+0,01)mL de N,N-dimetiletilendiamina en
suficiente DMF. Se dejo reaccionar durante 1 dia con agitacion a temperatura ambiente
y mediante CCF se observé la formacién de un producto de mayor polaridad que los
materiales de partida. Se purific6 empleando una placa preparativa con metanol como
fase movil. Se obtuvieron (0,01671+0,00001)g de un producto que no se encontraba

completamente puro.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

1.- Sintesis de la N,N-4-DMAP

Para la sintesis de la 4-N,N-dimetilaminopiridina se empleé una modificacién del
método reportado en 1978 por Héfley y col.?, quienes realizaron la sintesis a escala
industrial, empleando SOCIz, piridina y DMF. El siguiente esquema muestra los pasos

usados para dicho proceso:

\
) @ 4+ soch
N/ calor

He,C 155 C
\ // N + CO + 2HCI
/

Figura 12

Para poder llevar a cabo esta reaccibn a una escala menor, el primer paso
consistié en estudiar las posibles causas del bajo rendimiento de la misma, entre un
15%-20%. Una posible causa, podria ser el aislamiento del intermediario cloruro de N-
[4-piridilo]piridinio, ya que dicho compuesto es delicuescente®. Por esta razon se realizé
la preparacion de la 4-DMAP a través de una secuencia de reacciones sin purificar el
intermediario.

En el procedimiento empleado para preparar la 4-DMAP (reaccion 1), se pudo
apreciar la rapida formacion de un sélido negruzco al momento de mezclar la piridina

con el Cloruro de tionilo (SOCI2), ademas del calentamiento espontdneo de dicha
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mezcla (reaccion exotérmica). Finalmente, luego de someter esta mezcla a reaccién
con DMF y de todo el tratamiento de purificacion, no se aprecio la formacion del
producto sélido esperado. Este resultado puede atribuirse a la posible descomposicion

de la sal cloruro de N-[4-piridilo]piridinio o a la no formacién de esta.

En 1960, McElvain y col.», al emplear Br2/piridina para formar el intermediario
bromuro hidrobromuro de N-[4-piridilo]piridinio descubrieron que la obtencion del solido
negro e insoluble durante la sintesis es debido a una polimerizacion de la piridina como
consecuencia de la activacion de las posiciones 2 y 4 del anillo piridinico cuya
reactividad se ve asistida por efecto de la temperatura. Por esta razon, considerando

las premisas de los estudios de McElvain y col.®

, la temperatura de reaccion fue
controlada con la finalidad de disminuir la formacion del polimero de la piridina
favoreciendo asi la sintesis de la sal intermediaria cloruro de N-[4-piridilo]piridinio.
Efectivamente, luego de este control térmico, la adicion de la DMF, reflujo, hidrdlisis con
KOH al 20% y todo el tratamiento de purificacion, se logro obtener el producto esperado
con un rendimiento de 35%,rendimiento que fue mucho mayor al reportado en 2004 por

1516 " |os resultados

Kumary col.*. Aunque el mecanismo no ha sido bien establecido
indican que la temperatura es un factor importante en el curso de la reaccion. Algunos
autores han planteado una posible ruta como mecanismo de la sintesis del
intermediario cloruro de N-[4-piridilo]piridinio desde piridina y SOCI2"". Se puede apreciar

el posible mecanismo de esta reaccion en la siguiente figura:
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Algunas de las propiedades fisicas medidas para la 4-N,N-Dimetilaminopiridina

(4-DMAP) son mostradas en la siguiente tabla:

Tabla 1. Propiedades fisicas de la 4-N,N-DMAP

Punt.o de Solubilidad en algunos
fusion Aspecto
o solventes
(°C)

Agua Soluble

119-114 Hexano Soluble

Solido en forma Benceno Soluble

de pequefias | Diclorometano | Soluble

agujas de color Acetona Soluble

amarillo-rojizo | Cloroformo | Soluble

110-112 Acido acético | Soluble

Metanol Soluble

Para ratificar que el compuesto sintetizado se trataba del producto esperado, se
realizd su caracterizacion mediante analisis espectroscopicos, empleando las técnicas
de Espectroscopia de Infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear de Protones (*H-

RMN). Se obtuvieron los siguientes datos:



Tabla 2. Sefiales importantes del espectro 1 de IR de la 4-DMAP

v [em-1] Intefn5|dad y Asignacion
orma

2922,74 |Intensay aguda C sp®

1735.94 Intensa y poco c sz
aguda

144501 Intensa y poco c=C
aguda

1103,48 Intensa y aguda C-N
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En el espectro de IR de la 4-DMAP (Espectro 1, KBr), se observa una banda

aguda e intensa a 2922,74 cm™ propia de las vibraciones de tipo tensién de los enlaces

Csp®-H de los grupos metilos localizados sobre el nitrégeno de la posicién 4 de la

piridina; a 2853,93 cm™ se observa nuevamente una banda aguda e intensa que

corresponde a los estiramientos Csp®H de los grupos metilos; a 1735,94 cm™ se

aprecia una banda aguda de intensidad baja que podria pertenecer a impurezas de

DMF, mientras que al445,01 cm™ se observa una sefial aguda de baja intensidad que

pertenece a la vibracion de flexion delos enlaces C-C sp2 de la piridina. Posteriormente,

se observa una sefial media a1103,48 cm™ que podria corresponder a la tensién del

enlace C-N en la posicién 4 del anillo piridinico®®.

Tabla 3. Sefiales reportadas y sefiales experimentales del espectro 2 de *H-RMN

de la 4-DMAP.
5 tedrico | 5 experimental | Multiplicidad | Asignacion
(ppm) (ppm)

Doblete de H unidos a los

8,44 8,2 doblete C del anillo

piridinico

Doblete de H unidos a los

6.64 6.47 doblete C del anillo
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piridinico
Singlete H unidos a los
C de los metilos

2,78 2,98

En el espectro de *H-RMN (Espectro 2, CDCls) se pueden observar tres sefiales,
la sefial a 8,20 ppm con una integracion relativa a un proton, se asigna a los protones
H-2 y H-6 de la piridina; la sefal a 6,47 ppm con una integral relativa a un proton, es
asignada a los protones H-3 y H-5 de la piridina (menos apantallados que H-2 y H-6), y
la sefial a 2,98 ppm con una integral relativa a 3 protones, se asigna a los protones
metilicos del grupo amino en la posicion 4 del anillo piridinico, en total aparecen 5 tipos
de protones. Cabe enfatizar que el par de protones H-2 y H-6, al igual que H-3y H-5, asi
como también los protones de los grupos —CHjz son quimica y magnéticamente
equivalentes, por lo tanto sélo se aprecian tres singletes en el espectro de *H-RMN de
la 4-DMAP.

2.-Esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido acético.

Los procedimientos experimentales planteados para la esterificacion de la
epiandrosterona con anhidrido acético, la DCC y cloroformo en presencia o no de la 4-
DMAP en las reacciones 2.1 y 2.2, mostraron altos rendimientos lo cual afirma que a
pesar del impedimento estérico del alcohol (epiandrosterona), el anhidrido acético por
ser tan pequefio y reactivo es un buen nucleofilo capaz de reaccionar con esta y
generar un producto de esterificacion con rendimientos alrededor del 95%. Las
reacciones fueron seguidas mediante cromatografia de capa fina para observar la

formacion de los productos. En general la reaccion fue la siguiente:
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) CHz 9
CH3// 3//
CH,
CHs O:< DMAP/DCC CHs
e} O
* O:< /H\
HO CH, \ DCC H3C o
Figura 14.

A continuacion en la figura 15 se muestra el posible mecanismo a través del cual

ocurre la reaccion 2.1
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0
o L0 I N=CZN
C N N 4\ N -
/H\ /”\ + — € © CH3N| +
_ _ CH,

HsC + N NH + yZ | [Tj N
OR CH
) 3

HBC\N/CHs l
| X
NH _NH
- T
07 ScH,
Figura 15.

El mecanismo que puede justificar la reaccién 2.2 es el siguiente.
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O o) 0] N=C=
/“\ /H\ - | J\ + + HO—R
HyC™ Y07 CH, He” 0™ ch,

Figura 16.

Para confirmar que el compuesto sintetizado se trataba del producto esperado,
se realizd su caracterizacion mediante analisis espectroscopicos, recurriendo a las
técnicas de Espectroscopia de Infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear de

Protones (1H-RMN). Se obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 4. Sefales importantes del espectro 4 IR de la 3B-acetoxi-5a-androst-17-

ona
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v [cm-1] Intensidad Asignacion
y forma
Intensa y 3
2930,6 aguda Csp
Muy intensa C=0 .
1735,6 y aguda (Carbonilo
C1l7)
1716.9 Muy intensa CZQ
y aguda (acetilo)
Baja
1374,5 |intensidady CHs
aguda
12476 | MEMSAY | o.co)C
aguda
Baja
1029,3 |intensidad y C-O
aguda

En el espectro (Espectro 4, KBr) de infrarrojo del producto de esterificacion de la
epiandrosterona con anhidrido acético se observd una banda intensa y aguda en
2930,6 cm™ correspondiente a enlaces C-H correspondientes a vibraciones de tensiéon
de enlaces en alcanos. En 1735,6 cm™ tambien se observé una banda pero de mayor
intensidad y aguda la cual se pudo asignar a las vibraciones de tension en el grupo
C=0 del ester formado. La sefial de 1716,9 cm™ fue muy intensa y aguda pero pudo
corresponder a las vibraciones de tension de enlace del C=0 del acetilo. La sefal de
1374,5 cm™ de baja intensidad también, fue asignada a la deformacién en los CHs. La
sefial en 1247,6 cm™ aguda e intensa fue asignada a las vibraciones de tensién en O-
C(O)-C. Finalmente la sefial de 1029,3 cm™ de baja intensidad correspondia con
vibraciones de enlace del C-O que forma parte del grupo ester. Cabe destacar también
gue la sefal del grupo O-H de la epiandrosterona no aparecio en este espectro lo que

confirma que se llevo a cabo la esterificacion.
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3.- Esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido succinico.

El procedimiento experimental planteado mostraba la esterificacion de el anillo A
de la epiandrosterona en la posicion 3 donde se encuentra el grupo —OH. Se emplearon
entonces varios métodos de esterificacion cada uno e diferentes condiciones como se
mostré en las reacciones 3.1, 3.2 y 3.3. Las reacciones se siguieron empleando
cromatografia de capa fina y empleando como solvente cloroformo. Los compuestos
fueron purificados empleando placas preparativas y diclorometano/etanol como fase

movil.
Los procedimientos experimentales empleados fueron los siguientes:

3.1.- DMAP/DCC/CHCJ CH3/O

\ CHg

3.2.- Trietanolamina/1,2-dicloroetano

0
+ O e |
HO ) | o
/ O

o) 3.3.- DMAP/Tolueno

CH, /})

Figura 17.
Los procedimientos 3.1 y 3.3 permitieron la formacién del producto esterificado

con rendimientos del 47 y 44% respectivamente mientras que en el procedimiento 3.2

no se observo la formacién de ningun producto.

4.- Esterificacion de la epiandrosterona con acido succinico

Se planted para la esterificacion de la epiandrosterona en el carbono 3 de su

esqueleto, un método con &cido succinico mostrado en la siguiente figura:
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O

CHy P 4.1.- DMAP/DCC/CHC] Ch 7
// W
2 CHg
CH
: I OH 4.2.-DCCICHC} 0
+ HO/\/Y HO\/\/H\
o o
HO 4.3.- DMAP/DCC/CHC| ¥ (\)\
Figura 18.

En las condiciones 4.2 y 4.3 se obtuvo un producto con 40 y 43%
respectivamente, mientras que en la reaccion 4.1 debido a problemas por la similitud
entre las polaridades del producto esterificado y la epiandrosterona, no se pudo aislar

para su caracterizacion.

Para confirmar que el compuesto sintetizado tanto en las reacciones del apartado
3y 4 se trataba del producto esperado, se realizé su caracterizacion mediante analisis
espectroscopicos, recurriendo a las técnicas de Espectroscopia de Infrarrojo (IR) y
Resonancia Magnética Nuclear de Protones (*H-RMN) y de Carbonos (**C-RMN). Se

obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 5. Sefiales importantes del espectro 5 de IR de la epiandrosterona

esterificada con anhidrido y acido succinico.
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1, | Intensidad Asignacion
viem™1 | | forma 9
Intensa y 3
29255 aguda Csp
Baja
2854,5 |intensidad y C sp3
aguda
1726.6 Intensa y C=0
aguda
1365 Muy intensa O-C(0)-C
y aguda

Las sefiales en 2925 cm™ intensa y aguda, y 2854,5 cm™ de menor
intensidad y aguda, fueron asignadas a las reaccion50es de tension de los grupos —CHg
de la epiandrosterona. La sefial en 1726,6 cm™ correspondié con las vibraciones de
tension del grupo C=0 del ester formado. Finalmente la sefial en 1365 cm™ la cual es
aguda y muy intensa, corresponde al O-C(O)-C del ester. No se observé la sefal del
grupo —OH lo cual indica que ocurrié una reaccion sobre este grupo; ademas se aprecio
gue existe una banda de —OH pero correspondiente a un acido carboxilico que se

encuentra en el extremo opuesto de la cadena acoplada a la epiandrosterona.

Tabla 6. Sefiales caracteristicas del espectro 6 de *H-RMN para la esterificacion

de la epiandrosterona con anhidrido y acido succinico

- o
o tedrico .
(Ppm) experimental
(ppm)
4,88 4,13
2,51 2,6
0,9 0,88

A continuacion se presenta la numeracion asignada a los carbonos en la

estructura de la epiandrosterona esterificada con anhidrido y acido succinico
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Figura 19

En el espectro de *H-RMN (Espectro 6, CDCls) se pueden observar tres sefiales,
la sefial a 4,70 ppm con una integracion relativa a un protén, se asigna al proton del C3
de la epiandrosterona; la sefial a 2,62 ppm es asignada a los protones del C1’ y C2’ del
anhidrido succinico o acido succinico afiadido a la epiandrosterona, y la sefial a 0,88
ppm con una integral relativa a 6 protones, se asigna a los protones metilicos de los

C18 y C19 de la epiandrosterona.

En el espectro de *C-RMN (Espectro 7, CDCls) se observaron 7 sefiales
caracteristicas para la esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido y acido

succinico.

Tabla 7. Sefiales caracteristicas del espectro 7 de **C-RMN para la esterificacin

de la epiandrosterona con anhidrido succinico y acido succinico

- Desplazamiento
Desplazamiento :
teorico (ppm) experimental
(ppm)
220,9 220
171,85 177
171,23 172
74,16 74
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29,45 30
17,59 20
13,82 13

A continuacion se muestra la numeraciéon empleada para la molecula para el

analisis del espectro de carbonos.

Figura 20.

Se observaron las sefales de los grupos metilos del esqueleto de la
epiandrosterona los cuales son el C18 y C19. El C3 se encuentra desplazado a campo
bajo con respecto a la epiandrosterona ya que aparece en 74 ppm y aparecia en 68
ppm, lo cual es un indicador de una modificacion estructural sobre este carbono. Los
carbonos C2’ y C3’ aparecieron en 30 ppm y alrededor de este valor se encuentran
también los Csp? del resto de la estructura del androstano. Tambien se considera la
aparicion de nuevas sefales en 172 y 177 ppm las cuales fueron asignadas a los C1’ y
C4’ de la cadena afadida. Los analisis demuestran que si se pudo haber realizado la

esterificacion.

El producto de esterificacién sobre la epiandrosterona se obtuvo con un moderado
rendimiento. En todos los casos se recupero material de partida. Los moderados

rendimientos se pueden atribuir a las siguientes causas:
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- Debido a que el éster que se forma posee un grupo acido carboxilico que podria,
a través de una reaccién acido base, mantener al catalizador de la reaccion en su forma
protonada afectando su accion catalitica y por consiguiente el rendimiento de la

reaccion.

- Otra posibilidad de reaccién colateral es que, debido a que la accién de la 4-
DMAP esta inhibida por el acido succinico, el carboxilato de este acido podria

reaccionar con la DCC para formar la N-succinildiciclohexilirea

- Debido a la cecania del carboxilato succinico al acilo en los intermediarios, O-
monosuccinildiciclohexilisodrea y N-monosuccinildimetilaminopiridinio puede competir

nucleofilicamente con el ataque de la 4-DMAP.

- Las reacciones de esterificacibn reportadas se realizan con acidos
monocarboxilicos por lo que no existen posibilidades de reacciones de ciclacion
intramolecular, mientras que en el caso del acido succinico si hay cabida a esta

posibilidad lo cual disminuye el rendimiento.

- Las esterificaciones para acidos dicarboxilicos estan reportadas para alcoholes
primarios de terpenos mientras que en nuestra esterificacion se trata de un alcohol

secundario el cual presenta impedimento esterico. [23]

El mecanismo de reaccion propuesto para esta esterificacion con acido succinico es

el siguiente:
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R= —CHz—CHz-;

Figura 18

5.- Acoplamiento del aminoé&cido

La propuesta para el acoplamiento de la glicina a la epiandrosterona
esterificada establecia la posibilidad de acoplar un aminoacido no protegido al grupo del
acido carboxilico del producto de esterificacién en presencia de DCC y en DMF. Se
empleo la DCC, como agente acoplante del acido carboxilico del ester y para liberar la

amina como se muestra a continuacion en la figura 18:



Donde R es:

H,C

V\O

CHj3

CH,

CH,

55



N H ]
o />*N S
N:fe
N\
©
H o
NH H
+ R\”/N\/\O- = R
o

Figura 19

56



57

La utilizacion de la glicina para esta reaccion obedecio al hecho de que es
un aminodcido que no posee centros quirales por lo que no existia riesgo de

epimerizacion.

Los resultados experimentales parecen indicar que la DCC sola, en
ausencia de una base auxiliar, no promueve la reaccion propuesta. Ni siquiera

cuando ésta se llevo a cabo en condiciones de reflujo y por tiempos prolongados.

Otra posibilidad para realizar el acoplamiento era llevar a cabo la reaccion
a un pH por encima de 9,6. Més all4 de este valor la glicina se encuentra en su
forma anionica. Ver figura 19. Sin embargo, a estas condiciones podria ocurrir la

hidrolisis del éster, por tal razén no se trabajo en condiciones basicas. [22]

o) H 0 H o) H
|| H\ll|+ pKa,=2,3 | H\lll+ pKa,=2,6 || ’L
~N —— R P —— -
HO™ " H o) e H
pH1 pH 6 pH 11
Figura 20.

Un problema adicional que se presentd fue que la glicina era insoluble en
el solvente empleado (DMF), lo cual pudo disminuir el rendimiento de la reaccién.
En los solventes en los que si se pudo disolver la glicina no se pudieron disolver
la epiandrosterona esterificada ni la DCC. Aunque se realizaron pruebas de
solubilidad para otros aminoacidos cuyas propiedades fisicas eran diferentes a

las de la glicina el resultado fue similar. Ver tabla 6

Tabla 6. Solubilidades de algunos aminoacidos y aminas en diferentes solventes



58

Solvente
Compuesto DME en frio DMF en | CHClz;en | CHCIlz; en
caliente frio caliente
Glicina Insoluble [Poco solublg Insoluble | Insoluble
Fenilalanina Insoluble Insoluble Insoluble | Insoluble
Lisina Insoluble Insoluble Insoluble | Insoluble

Una manera de solventar el problema que se nos presentaba con de la
solubilidad de estos compuestos en solventes organicos era disminuir su
caracteristica de sal interna. Para lograr esto, se puede proteger o bien el grupo
amino o el grupo acido. En nuestro caso en particular nos interesaba tener libre
el grupo amino, ya que este era el nucledfilo. Sin embargo, la proteccion del
grupo acido, lo cual generalmente es a través de la formacion de un éster
tampoco parecia una buena opcion ya que al desprotegerlo con los reactivos a

nuestra disposicién podriamos hidrolizar el éster de la epiandrosterona.
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CONCLUSIONES

Se sintetiz6 el catalizador 4-N,N-dimetilaminopiridina con un 35% de rendimiento.

Se esterificO la epiandrosterona con anhidrido acético con los siguientes
sistemas: en DCC/DMAP/Cloroformo y en DCC/Cloroformo con un 94 y 98% de

rendimiento.

Se esterificd la epiandrosterona con anhidrido succinico con las siguientes
condiciones: en DMAP/DCC/Cloroformo y con DMAP/Tolueno con rendimientos

de 27 y 34% respectivamente.

Se esterificé la epiandrosterona con acido succinico en las siguientes
condiciones: DMAP/DCC/Cloroformo y DCC/Cloroformo con rendimientos del 13

y 20% respectivamente.

Se acopl6é la N,N-dimetiletilendiamina al producto de esterificacion con acido

succinico generando un producto.

Se intent6 acoplar la glicina a los productos de esterificacion de la
epiandrosterona sin éxito debido a problemas de solubilidad, disponibilidad del
par de electrones de la amina, pH de la solucién y a la deficiencia de la DCC
tanto como catalizador como agente acoplante.
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RECOMENDACIONES

- Para que la DCC funcione de una manera mas eficiente se requiere del uso de

una base auxiliar como se muestra en el siguiente procedimiento:

Bzl
/ Bzl
H3C O (@] /
N HaC 0 0
o OH O CH, N
AN i) 40% TFA-DCM _ o} OH OH,N CH,
ii) BOC-(R)-N(Me)-Leu-OH, BOP, HOBY, DIEA, 81% N\
HaC NH  NH-
H3C\ NH —O
CH CH
CHs A B o \ / 8
HaC N—BOC
CH;

Figura 21

Una solucién de HCI en dioxano fue anadida a “A” en dioxano y después de 50
minutos el solvente fue removido con Et,O. El solido obtenido se disolvio en DMF y
afiadido a una solucién de BOC-R-N(Me)-Leu-OH en DMF a 0°C. HOBt, BOP y DIEA
fueron afadidos sucesivamente y esta mezcla fue agitada por 24 horas. El solvente fue
removido y el residuo secado en AcOEt. Esta solucion fue lavada con KHSO,4, NaHCO3;
y solucion saturada de NacCl. El secado y filtrado seguidos por remocién del solvente dio

un aceite que se purifico por cromatografia dando el producto “B”. [19]

Una base auxiliar en este caso pudo haber sido la 4-DMAP sintetizada pero
debido a que fue utilizada para las reacciones previas de esterificacion no se disponia

de esta.

- Esta reaccion de acoplamiento del aminoacido se podria llevar a cabo de una

manera mas eficiente protegiendo el grupo acido o el grupo amino del aminoacido para
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evitar problemas de solubilidad empleando condiciones similares de reaccion como lo
son DCC, DMAP en DMF/CH,CI; en proporcion 1:4. [20]

- La racemizacion en la etapa del acoplamiento de sintesis de péptidos es debido
a la formacion del carbanion del centro disimétrico y esto puede ser causado por la
misma amina actuando como base 0 por la presencia de un exceso de amina terciaria,

afiadida en orden para liberar el componente amino de su sal.



Espectro 1. IR, KBr de la 4-DMAP.
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Espectro 2. *H-RMN de la 4-DMAP
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Espectro 3. IR de la epiandrosterona
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Espectro 4. IR de la esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido acético
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Espectro 5. IR de la esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido y acido succinico
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Espectro 6. 'H-RMN de la esterificacion de la epiandrosterona con anhidrido y acido succinico
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Espectro 7. *C-RMN de la eserificacion de la epiandrosterona con anhidrido y acido succinico
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APENDICE

Abreviaturas empleadas

DCC: Diciclohexilcarbodiimida.

DMAP: 4-N,N-dimetilaminopiridina

DCU: Diciclohexilurea

DIEA: Diisopropiletilamina

CH,
H3C4< CH,
N
H3CJ CH,
BOC-(R)-N(Me)-Leu-OH
0
Ho—4
CH,
HaC—N CH,
BOC

HOBt
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