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RESUMEN

En el presente Trabajo Especial de Grado se realizaron hidroxilaciones en el
anillo A de la testosterona y el anillo B de la dehidroepiandrosterona, con el
propésito de crear una base de datos de estos compuestos y su actividad antiviral,

especificamente contra el dengue y la fiebre amarilla.

Para obtener la modificacion en el anillo A de la testosterona y el anillo B de la
dehidroepiandrosterona se realizaron las siguientes reacciones: esterificacion del
grupo hidroxilo (acetilacién), cetalizacion del carbonilo, formacién de la hidrazona
(reduccion de wolff-kishner), y por ultimo hidroboracion-oxidacién.

Los productos y los intermediarios fueron caracterizados por sus datos
espectrales: IR, *H -RMN y *C —RMN. Siendo estos: 3B-acetoxi-5-androsten-17-ona,
17B-acetoxi-4-androsten-3-ona, 3B,6¢-dihidroxi-5¢-androstan-17-ona, 4¢,1783-

dihidroxi-5¢-androstano.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad muchos esteroides naturales, junto con un ndamero
considerable de esteroides sintéticos y semi-sintéticos son habitualmente empleado
en medicina debido a las actividades biolégicas encontradas. Una de las estructuras
de esteroide mas estudiada en el ambito de la farmacologia es la de los

androstanos, los cuales son terpenos tetraciclicos.

Los terpenos forman una gran familia con diversas estructuras de productos
naturales derivados de las unidades de isopreno los cuales contiene cinco atomos
de carbono. La clasificacion de los Terpenos, se pueden agrupar de acuerdo al
namero 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. 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: Prostostanos y Apo-eufanos. Entre los
prostostanos se encuentran los esteroides, que es un grupo de sustancias que
pueden presentar o no, una cadena lateral en 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.[1]

La principal hormona sexual masculina, o andrégenos, es la testosterona.
Esta es secretada por los testiculos y es responsable del desarrollo y mantenimiento
de las caracteristicas sexuales masculinas. Los androgenos también tienen un
efecto secundario fisioldgico, una actividad anabdlica que estimula el crecimiento de

huesos y musculos, y promueve el almacenamiento de proteinas.
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La dehidroepiandrosterona (DHEA) es un precursor de los andrégenos y los
estrogenos, es el esteroide mas abundante en la sangre de los humanos, alrededor
de 20 afios de edad, y luego disminuyendo a medida que la persona envejece. Si
bien esta hormona ha demostrado una serie de actividades biolégicas, sus funciones

fisiologicas precisas aun no se han aclarado. [1]

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
bioldgicos 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 una serie de modificaciones sobre el anillo A
de la testosterona y el anillo B de la dehidroepiandrosterona mediante reacciones de
hidroboracion-oxidacién, con el propésito de estudiar el comportamiento de los

productos generados por dichas modificaciones como agentes antivirales.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

2.1.1 Realizar modificaciones estructurales en el anillo A 'y B de la
dehidroepiandrosterona y testosterona, considerando las condiciones de reaccion de

hidroboracion.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Realizar hidroboracion-oxidacion en el anilo B de Ila
dehidroepiandrosterona y reduccion e hidroboracion-oxidacion en el anillo A
de la testosterona.

2.2.2 Buscar condiciones de reaccion 6ptimas para la obtencién de productos
hidroborados partiendo de dehidroepiandrosterona y testosterona protegidas,
llevando un seguimiento de las reacciones mediante TLC y purificacion

mediante cromatografia de columna.

2.2.3 Caracterizar e identificar compuestos sintetizados mediante métodos

espectroscopicos.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1Fundamento Tedrico

Los estudios quimicos de esteroides comenzaron en 1903 y se dedicaron a la
determinacion de la estructura del colesterol, el cual habia sido aislado un siglo

antes (1812) por Chevreul, a partir de la grasa animal.

Debido a su esqueleto plano y relativamente rigido, su alta capacidad de
cristalizacion y el gran numero de derivados que se han preparado, los esteroides
han sido y son compuestos claves para estudios quimicos y fisicoquimicos, al punto
de que préacticamente, en el desarrollo de cualquiera de las fases de la quimica

organica se encuentran estructuras esteroidales involucradas.[2]

3.1.1 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
guimica frente a virus patégenos para el hombre. Estos estudios proponen que la
dehidroepiandrosterona (DHEA) actua en el ciclo de replicacion de virus como los de
la encefalitis japonesa y el virus de la inmunodeficiencia tipo | (HIV-1).
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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 replicaciéon 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 o 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.

Los estudios acerca de la accion inhibidora de DHEA en la infectividad del
virus Junin (JUNV) arrojaron que la DHEA no ejercia efectos en los diferentes
procesos de adsorcién e internalizacién 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 nucleocapside) se aprecié un maximo
efecto inhibitorio de los compuestos (95% de inhibiciébn) cuando los mismos se
encontraban presentes durante las primeras horas de la infeccién. 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 replicacién viral.[3]

3.1.2 Dengue

El dengue es una enfermedad rara benigna, de origen virico, causada por

varios virus transmitidos por artrépodos, del tipo de los arbovirus. Se caracteriza por
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fiebre bifasica, mialgias (dolores musculares) o artralgias (dolores en las
articulaciones), exantema (erupcion cutdnea, de color rojizo), leucopenia
(disminucion anormal de las células blancas de la sangre) y linfadenopatias

(inflamacién de los nodulos linfaticos).

El virus que causan el dengue clésico, son transmitidos por mosquitos de la
familia Stegornyia 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 profilaxis se basa en evitar la picadura del mosquito empleando repelentes
e insecticidas, cubriéndose el cuerpo con ropa, protegiendo las casas con mallas
metalicas y destruyendo las zonas de reproduccion del mosquito Aedes aegypti.
Cuando debe almacenarse agua, se aconseja usar tapas que ajusten
herméticamente o una fina capa de aceite, pues evitan la puesta o la incubacion de
los huevos. También pueden agregarse al agua potable agentes larvicidas, sin

riesgo para la salud.

Las infecciones primarias que produce el dengue o las enfermedades tipo
dengue suelen ser de curacion espontanea y benignas. La hiperpirexia (elevacion de
la temperatura corporal por encima de lo normal) y las convulsiones febriles son
junto a las pérdidas de liquidos y electrolitos, las complicaciones mas frecuentes en
lactantes y nifios pequefios. El pronostico puede agravarse por anticuerpos

adquiridos de forma pasiva o por la infeccion previa por un virus muy relacionado.
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El tratamiento es sintomético y de sostén. Reposo en cama durante el periodo
febril, pafios frios y antipiréticos para mantener la temperatura por debajo de 40 °C,
debe evitarse el uso de aspirina por sus efectos sobre la coagulacion. Se aconseja
sedacion ligera o analgésicos para aliviar el dolor, asi como reposicion de liquidos y
electrolitos para compensar las pérdidas debidas a sudor vomitos, diarrea vy
ayuno.[4]

La pandemia actual, que también involucra a las Américas, empezé en Asia
por la dispersion amplia del Aedes aegypti y de los diferentes serotipos del dengue a
este continente durante la segunda guerra mundial y por el cambio demografico,
ecolégico y econdmico después de 1945. La primera gran epidemia de Fiebre
hemorragica de dengue y sindrome de choque de dengue se registrdo en Manila en

1953-1954 seguida por otra en 1956 y la tercera tuvo lugar en Bangkok en 1958.

Hasta la fecha no hay vacuna disponible para proteger contra las infecciones
por dengue. La principal preocupacion en el desarrollo de la vacuna, es una
respuesta inmunologica en el vacunado que pueda llevar a producir Fiebre

hemorragica de dengue 6 Sindrome de choque de dengue. [5]

3.1.3 Fiebre Amarilla

La fiebre amarilla es una infeccion viral aguda de gravedad variable, de
declaracion internacional obligatoria, causada por un arbovirus y transmitida por un
mosquito de la familia Flaviviridae, se manifiesta de dos formas: la selvética,
transmitida por diversas especies de Haemagogus y la urbana, transmitida por

Aedes aegypti.
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El virus que la produce se presenta en formas epidémicas o endémicas
(enfermedad generalmente infecciosa, constante en ciertos paises por influencias de

una causa determinada) en Suramérica y regiones de Africa del este.

La enfermedad se conoce desde la antigledad. Las primeras epidemias de
fiebre amarilla fueron descritas, durante el siglo XVI, en los puertos del Caribe,
probablemente introducidas por el comercio de esclavos. Carlos J. Finlay, en 1881,
plantea por primera vez la hipotesis de que un mosquito transmite la fiebre amarilla.
Posteriormente, en 1901 Walter Reed comprueba que la fiebre amarilla era

transmitida por el mosquito Aedes aegypti.

El diagnéstico especifico se apoya en la deteccion del virus o sus antigenos
en sangre, durante la fase aguda o posteriormente en la determinacion de
anticuerpos. No existe tratamiento especifico para la fiebre amarilla. Se debe
mantener a los enfermos en una zona sin mosquitos, empleando mosquiteras si es
necesario. El tratamiento sintomatico consiste en bajar la fiebre mediante pafios
hamedos o paracetamol, reposicion de liquidos para compensar las pérdidas por
ayuno, sed, vOmitos o extravasacion plasmatica y correccion de los desequilibrios
acido-base, aporte nutricional para combatir la hipoglucemia; se deben evitar
farmacos de metabolismo hepético o toxicos para el higado, el rifion o el sistema
nervioso central (sistema formado por el encéfalo y la médula espinal), es habitual el
uso de antiacidos para proteger el estobmago, si se presenta insuficiencia renal
puede ser necesario el uso de didlisis y los sangrados severos pueden requerir

transfusiones de sangre, o plasma.

La profilaxis (prevencion) se basa en evitar la picadura del mosquito
empleando repelentes e insecticidas, cubriéndose el cuerpo con ropa, protegiendo

las casas con mallas metalicas y destruyendo las zonas de reproduccion del
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mosquito Aedes aegypti. Esta prevencion se realiza mediante la vacuna especifica;
que se debe administrar al menos 10 dias antes de viajar a una zona endémica. La
vacunacion es valida durante 10 afos, aunque la inmunidad dura al menos 40 afos
y probablemente toda la vida. La vacuna de la fiebre amarilla no debe ser
administrada a inmunodeprimidos o en pacientes bajo tratamiento con farmacos
inmunodepresores, a embarazadas y a lactantes de menos de 4 meses de edad, ya
gue casi todas las complicaciones neuroldgicas se presentan en este grupo de edad.
Debe evitarse la vacunacion en personas con antecedentes de alergia al huevo, o
como alternativa, puede realizarse una prueba cutdnea para determinar si existe

alergia importante que imposibilite la vacunacion. [6]

3.1.4 Hidroboracion

La reaccion de hidroboracién-oxidacion fue desarrollada por el Dr. 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. EI nimero de aplicaciones es tan grande y el trabajo novedoso

gue Brown recibi6 el Premio Nobel de Quimica en 1979. [7]

Las primeras observaciones en la reaccion de diborano con compuestos
organicos insaturados indicaron que la reaccién requeria o temperaturas elevadas o
mucho tiempo de reaccién, y no suministré una ruta sintética y oportuna hacia los
organoboranos. Sin embargo, en el transcurso del estudio de la accién reductora de
las soluciones de borohidruro de sodio-cloruro de aluminio sobre las moléculas
organicas, se observdé que las moléculas insaturadas tales como etil oleato
empleaban méas de los dos hidruros necesarios para la reduccion del grupo éster.
Investigaciones de este fendmeno revelaron gque el reactivo reacciona rapidamente

con las olefinas para convertirlas en correspondientes organoboranos (Ec.1).
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_ Digl
9 R—CH==CH,+3NaBH ;, +Al0 39120 3RCH,CH,);B+AH;+3Na0 g 1

Las investigaciones rapidamente pusieron en evidencia procedimientos
alternativos convenientes para la conversion de olefinas en organoboranos (Ec. 2,
Ec.3).

_ Diglima
12 R—CH==CH,+3NaBH ;, 4 BF 3 _29"M®_ 4 oyi CH,),B+3NaBF ,

Ec. 2
THF
6 R—CH=—CH, 4+ B,H; ——— 2(RCH ,CH,)3B
o Eil éter Ec. 3

Procedimientos de Hidroboracion para la conversién de olefinas en

organoboranos.

Los siguientes procedimientos permiten la hidroboracion de olefinas bajo
condiciones suaves, de 0 a 25°.

v" Cuando el borohidruro de sodio es el agente hidroborante se puede emplear
como solvente diglima. El proceso consiste en mezclar el borohidruro de sodio con la
olefina en Diglima y agregar lentamente eterato de trifluoroborano (reaccion
exotérmica) (Ec. 4), bajo atmosfera inerte.
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_ Digli
12 R—CH==CH,+3NaBH 4, +4 BF 3 _ 290 _ oy CH,),B+3NaBF , Ec. 4

v" Cuando se desea que el organoborano sea simplemente un intermediario
para otras reacciones no necesita ser aislado. De manera que puede ser oxidado in

situ con peroxido de hidrogeno alcalino siendo de ese modo llevado a alcohol.

v" Reaccién de tetrahidroaluminato de litio con eterato de trifluoroborano

puede ser utilizado para llevar a cabo la hidroboracién (Ec. 5).

- : Bil éter )
12 R—CH=CH,+3LAH , +4BF 3 __— " "5 4(RCH ,CH,);B+3LiAIF , Ec.5

La reaccion de hidroboraciéon ha sido aplicada a un gran nimero de olefinas
de estructuras ampliamente diferentes, acetilenos y dienos. En practicamente todos
los casos, la hidroboracion procede simple y rapidamente a temperatura
ambiente.[8]

3.1.5 Mecanismo de hidroboracién-oxidacion

Los estudios realizados sobre hidroboracion indicaron que la reaccién de

adicién debe implicar un estado de transicion ciclico de cuatro miembros (Figura 1).
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H H
y H H

!
R—C=—CH 4  B—H — = R—Cz==C—H—— = R—CH,—CH,
H

P B—H
He--B—H |
H

H

Figura 1 Estado de transicion ciclico de cuatro miembros en la reaccién de Hidroboracion

El borano es electrofilo; tiene un orbital 2p vacio disponible para aceptar un
par de electrones. La fuente de este par de electrones es el enlace 1 de un alqueno.
En un primer paso del mecanismo produce un intermediario inestable llamado
complejo 1. Este complejo 1 el boro y los dos atomos de carbono del enlace doble
se unen por un enlace de tres-dos electrones, con lo que se quiere dar a entender
gue tres atomos comparten dos electrones. Los enlaces de tres centros-dos
electrones se encuentran con frecuencia en la quimica del boro. EI complejo 1 se
forma por una transferencia de densidad electrénica del orbital 1 del alqueno al
orbital 2p del boro. Esta transferencia deja a cada carbono del complejo con una
carga positiva pequefia, mientras el boro es ligeramente negativo. El caracter
negativo del boro en este intermediario facilita que uno de sus hidrégenos migre con
un par de electrones (un desplazamiento de hidruro) del boro al carbono. El estado
de transicidén para este proceso se muestra en el paso 2a del mecanismo mostrado
en la (Figura 2); la culminacion de la migracion en el paso 2b produce el
alquilborano. De acuerdo con este mecanismo, el enlace carbono-boro y el enlace
carbono-hidrégeno se forman en el mismo lado del alqueno. El hidrogeno es
transferido con un par de electrones al &tomo de carbono que puede soportar mejor

una carga positiva, es decir, aquel que tiene al grupo metilo. [7]
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Paso 1: Una molécula de borano (BH,) ataca al alqueno. Los electrones fluyen del
orbital = del alqueno 2p del boro se forma un complejo .

Representaciones alternativas del
complejo w intermediario.

Paso 2: El complejo & se rerregla a un organoborano. El hidrégeno migra del boro
al carbono, llevando con él dos electrones en su enlace al boro.

H

CHj

Estado de transicion para la Producto de la adicion del

migracion .de h'd”.Jro. en el borano (BH,) al 1-metilpenteno.
complejo n intermediario.

Figura 2 Mecanismo para la formacion del alquilborano

3.1.6 Efectos direccionales

El factor estérico es un elemento importante en el control de la
regioselectividad de la adicion. El boro, con sus sustituyentes unidos, es mucho mas
grande que un atomo de hidrégeno y se une al carbono menos impedido del doble
enlace, mientras el hidrégeno se une al carbono mas impedido. (Figura 2). [7]
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Mediante un estudio de la hidroboracion del estireno, se obtuvo 80 % de la
adicion del boro en la posicién terminal (Figura 3) y 20% en el carbono 2 (Figura 4).

La direccion de la adicidon es controlada primordialmente por el factor electronico.

H

\
B—H H
e 5t s
CH=CH, __ C—CH —  »

H------B—H CH,—CH,
5 P
0 BH,
80%
Figura 3 Estudio de la hidroboracion del estireno
H
\B—H H H
H 15" s
CH=CH, ____ 5 HC——
T —
H----- B—H CH—CHj
& 9
H
BH,
20%

Figura 4 Representacion del factor estérico en la hidroboracion

La tabla 1 muestra las olefinas que contienen dos sustituyentes alquilos
diferentes en el doble enlace como trans-4-metil-2-penteno y trans-4, 4-dimetil-2-
penteno, difieren notablemente en sus impedimentos estéricos y la adicién procede
a localizar el atomo de boro predominantemente sobre el atomo de carbono del

doble enlace menos impedido estéricamente. En olefinas que contienen tres
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sustituyentes alquilos en el doble enlace, como 2-metil-2-buteno y 2,4,4-trimetil-2-
penteno, la adicion procede a localizar el &tomo de boro predominantemente sobre

el atomo de carbono del doble enlace menos sustituido.

Tabla 1 Efectos direccionales en la Hidroboracion de olefinas no terminales

20°.
Producto Alcohol, %
Olefina

2-ol 3-ol
cis-2-Penteno 55 45
trans-2-Penteno 51 49
cis-2-Hexeno 50 50
trans-2-Hexeno 46 54
cis-3-Hexeno 100
trans-4-Metil-2-Penteno 57 43
trans-4,4-Dimetil-2-Penteno?® 58 42
Trans-1- Fenilpropeno 85° 15°¢
2-Metil-2-buteno? 2 98¢
2,4,4-Trimetil-2-Penteno® 2 98°

2 Hidroboracién a la etapa del dialquilborano, ° 1-fenil-1-propanol, ¢ 1-fenil-2-

propanol, ¢ 3-Metil-2-butanol, ® 2,4,4-Trimetil-3-pentanol.

También es importante tener presente, que el agente selectivo de
hidroboracion debe presentar una sensibilidad realzada a los impedimentos

estéricos de los sustituyentes sobre el doble enlace y de ese modo ejercer una
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influencia estérica sobre la direccién de la hidroboracién. El reactivo deberia ser
particularmente util para llevar a cabo la hidroboracion selectiva de las moléculas
complejas que contienen dos 0 mas centros de reaccion. Es evidente que el reactivo

debe ser una herramienta sintética Gtil en el terpeno y esteroides. [8]

3.1.6 Estereoquimica de la hidroboraciéon

Las investigaciones ® llevadas a cabo sobre el curso estereoquimico de la
Hidroboracion sugieren que éstas se llevan a cabo, preferencialmente, en el doble

enlace estéricamente menos impedido y la adicion es via cis.

Esta generalizacion se sustenta por un ndmero considerable de
observaciones independientes. De ese modo el 3B-colesterol produce
preferencialmente colestano-3f, 6a-diol, claramente el resultado de una adicién cis

preferencial desde la parte baja menos obstaculizada de 33-colesterol (Figura 5).

H 6w

HO HO

Figura 5 Resultado de una adicidn cis en el estudio de la Hidroboracién del 33-colesterol

Esta sintesis simple de productos estereoquimicamente definidos deberia
hacer de la reaccion de hidroboracién de especial valor para la sintesis de

esteroides relacionados con productos naturales. [8]
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3.1.7 Oxidacioén de organoboranos

En la fase de oxidacion de la secuencia hidroboracién-oxidacién, como se
presenta en (Figura 6), la base conjugada del per6xido de hidrogeno ataca al boro.
Se forma un ion hidroperéxido en la reaccion acido-base en el paso 3 que ataca al
boro en el paso 4. El orbital 2p vacio del boro hace que sea electrofilico y permite

que reactivos nucleofilicos como HOO™ se adicionen a él.

La combinacion de una carga negativa en el boro y el enlace oxigeno-oxigeno
débil causa que un grupo alquilo migre del boro al oxigeno en el paso 4. Esta
migracion del grupo alquilo ocurre con la pérdida de un ion hidroxido. El alcoxiborano
intermediario formado en el paso 5 experimenta la subsiguiente ruptura del enlace
oxigeno-boro promovido por una base en el paso 6 para formar como producto el
alcohol. [7]
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Paso 3: El peroxido de hidrogeno se convierte en su anién en solucion basica:

H—O0—O—H + -OH —> o0 . H—O—H

Paso 4: El anion del perdxido de hidrégeno actua como un nucledfilo, atacando al
boro y formando un enlace oxigeno-boro:

'/O—O—H

O—OH
H,B H
T XCH,

/
O XCH, — »
H 3 HQ

Organoborano intermediario

Paso 5: La combinacion de una carga negativa en el boro y el enlace
oxigeno-oxigeno débil causa que el grupo alquilo migre del boro al oxigeno,
desplazando al ion hidréxido. El carbono migra con el par de electrones del enlace
carbono-boro; éstos se convierten en los electrones del enlace carbono-oxigeno:

P -
BH3 H HsB--OH .
CH—cZ BHz O

H C\CH3 — > L

5”&) | HUCHS

Estado de transicion Alcoxiborano
para la migracion del

carbono del boro al

oxigeno

/C’—’C\ /\C’

HK)CH?)—»

Paso 6: La hidrdlisis rompe el enlace boro-oxigeno, produciendo el alcohol:

HO—H
-~/
H,B— H
o CH HO\ 4
H 3
— 47  "CHy *t HB—OH

Figura 6 Mecanismo de hidroboracion-oxidaxiéon
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Se ha probado que la oxidaciébn de organoboranos es esencialmente
cuantitativa a 25° en los solventes usuales de hidroboracion: diglima vy
tetrahidrofurano. Consecuentemente la oxidacion puede ser llevada a cabo
directamente sobre el organoborano recién sintetizado in situ, sin aislamiento. En
casos donde el solvente es éter etilico o un medio similar no miscible con agua, la
adicion de etanol como un co-solvente produce resultados esencialmente

cuantitativos.

Numerosas sustancias tales como, olefinas, acetilenos, dienos, éteres,
cetonas y nitrilos, pueden estar presentes en la mezcla de la reaccién sin influenciar
el producto de la oxidacion del organoborano, y sin demostrar ningin ataque entre
ellas. Esto indica que la reaccion ser& aplicable no sélo a los organoboranos, sino
gue también a sus derivados funcionales ahora facilmente disponibles para la

hidroboracién de compuestos insaturados. [8]

3.1.8 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 espontdneamente 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 llamas.
También es usado en la industria electronica para conferir propiedades eléctricas a

cristales puros. [9]
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El diborano puede ser generado por la reaccién del borohidruro de sodio y
eterato de trifluoroborano. El gas puede ser generado externamente y se introduce
en el matraz de reaccion o puede ser producido en el lugar (in situ). EI mejor
disolvente para la reaccion es tetrahidrofurano, pero diglima, éter, benceno, penteno,
dicloruro de metileno, 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> cloruro de acido.

Thakar y Subba Rao mostré que las reducciones con diborano dan el mismo
resultado, independientemente de si el diborano es generado externamente o in situ
producido por la accion de trifluoruro de boro y NaBH4 o el cloruro de aluminio.
Encontraron que las cetonas aliciclicos o dialquil no se reducen mas alla de la fase
de alcohol, incluso en condiciones dréasticas, sin embargo, las cetonas son diaril
hidrogenolizadas en condiciones normales, mientras que las cetonas arilo o cetonas

a, B-insaturado son hidrogenolizado, en parte, bajo condiciones muy drastica. [10]

En 1999 Barriola y Col, mezclaron diborano, B,Hg Y tricloroborano, BCls, con
un ladser de onda continua de CO,, obteniendo monoclorodiborano, B,HsCl, y
dicloroborano, HBCI,, en cantidades dependientes de las concentraciones iniciales
empleadas. Mediante este trabajo de investigacion queda demostrado que el didxido

de carbono no reacciona con el diborano y el tricloroborano.[11]
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3.1.9 Reduccién de Wolff-Kishner

Esta reaccion fue descubierta de manera independiente en 1911 por Ludwig
Wolff en Alemania y por N.M Kishner en Rusia. Es un método sintético valioso para

la conversion de cetonas o aldehidos en alcanos.

La reaccion de Wolff-Kishner frecuentemente se realiza a 240°C en
dietiletilenglicol a ebullicibn como solvente, pero una modificacion en la cual se usa
dimetilsulféxido como solvente permite que el proceso ocurra a temperaturas

menores a la temperatura ambiente.[12]
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3.2. Antecedentes

En 1944 Lock y Col, lograron la formacion de la hidrazona de la acetofenona
mediante el calentamiento de acetofenona en etanol, con hidrato de hidrazina
obteniendo un compuesto suficientemente puro para ser utilizado en reacciones

posteriores sin purificacion adicional. [13]

N-NH,
NH ,NH ,
e

BOH, A

Figura 7 Formacioén de hidrazona de la acetofenona

En 1958 H.C. Brown y Col, observdé mediante experimentos realizados que,
el borohidruro de sodio en diglima reacciona facilmente con trifluoruro de boro, ya
sea en cantidades estequiométricas o0 en exceso para liberar diborano

cuantitativamente.

Dig
3NaBH , +4BF; D9 _ 50 b 4 3 napF, -

La tabla 2 demostré6 que un rendimiento cuantitativo de diborano puede
llevarse a cabo sin problemas de acuerdo a la cantidad exacta de borohidruro de

sodio que se agrega a la solucion.


http://www.orgsyn.org/orgsyn/chemname.asp?nameID=33146
http://www.orgsyn.org/orgsyn/chemname.asp?nameID=33711
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Tabla 2 Relacion de borohidruro de sodio y diborano generado

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

El procedimiento utilizado en este estudio consistid en gotear una solucion de
borohidruro de sodio en diglima en un leve exceso de eterato de etil trifluoroborano

en el mismo disolvente. [14]

En 1959 Wechter, realizO el estudio de hidroboracion de 3, 20-
biscycloethylenedioxy-5B-pregn-9(11)-ene (biscicloetilendioxi), llevando a cabo la
hidroboracion mediante la adicion de una solucién etérea de hidruro de litio y
aluminio a una disolucion de la olefina y eterato de trifluoroborano en éter o
tetrahidrofurano o alternativamente pasando gas diborano, seguido por la oxidacion
con perdxido de hidrogeno alcalino a 0°C, obteniendo resultados desfavorables. Por

lo que concluye que se podria deber a la estereoquimica de dicha molécula. [15]
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HB
» No Reacciond

Figura 8 Hidroboracién de 3, 20- biscycloethylenedioxy-5p-pregn-9(11)-ene (biscicloetilendioxi)

Un afio después en 1960, Sondheimer y Col, estudiaron la hidroboracion del
compuesto trans-(3,20-biscicloetilenedioxi-53-pregn-9(11) ene (biscicloetilen dioxi)),
llevando a cabo la hidroboracion mediante la adicion de una solucion etérea de
hidruro de litio y aluminio a una disolucion de la olefina y eterato de trifluoroborano
en éter o tetrahidrofurano o alternativamente pasando gas diborano, seguido por la
oxidacion con peréxido de hidrogeno alcalino a 0°C, logrando el progreso de dicha

reaccion.

HB

Figura 9 Hidroboracién de trans-(3,20-biscicloetilenedioxi-53-pregn-9(11) ene (biscicloetilen dioxi))
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Mediante el experimento realizado pueden concluir que este fenomeno puede

ser ampliamente estérico. [16]

En 1961, Sondheimer y Col, llevaron a cabo la hidroboracion-oxidacion de
varios esteroides con dobles enlaces en el anillo A con bis-3-metil-2-butilborano
(preparado por hidroboracion de 2-metil-2-buteno, ya sea con hidruro de aluminio
litio y trifluoruro de boro en el éter, o con borohidruro de sodio y trifluoruro de boro en
diglima), seguido de oxidacién con peréxido de hidrégeno. El A*-Colesteno (1)
genero un rendimiento de 75% de Colestan-2a-ol (3) y ninguna cantidad detectable
de Colestan-1a-ol (2). Por otra parte ningin cambio significativo se observaron a
partir del resultado anterior cuando A?-colesteno (4) y A3-colesteno (6) se dejaron
reaccionar con bis-3-metil-2-butilborano, dando el 35% de colestan-2a-0l(3) y el 45%
de colestan-3a-ol (5), mientras que la segunda dio 45% de colestan-3alfa-ol (5) y
35% de colestan-4a-ol (7).[17]
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Figura 10 Hidroboracion-oxidacion de varios esteroides con dobles enlaces en el anillo A

En 1962, Hassner y Col, estudié la hidroboracién de olefinas esteroidales,
donde los efectos de polaridad estan en gran medida ausente, con el fin de evaluar

los efectos estéricos frente al conformacional.

A partir de la adicion de diborano (preparado con borohidruro de sodio,
Eterato de trifluoroborano en diglima) a 2-Colestano seguida de la oxidacion con

peréxido de hidrogeno alcalino, se obtuvo una mezcla de cuatro alcoholes. El 50%



41

del producto consistio en 3a-colestanol. El 2a- colestanol se aislé con un rendimiento
de alrededor del 25% y el 3B- colestanol en 20% de rendimiento. También se
encontraron trazas de 2B-colestanol. Mediante estos resultados pudieron concluir
que los a-hidroxi son los productos predominantes, pero también muestra que una
cantidad razonable de B-hidroxi se forma en la reaccién, indicando que los efectos
de conformacion no son significativos y que el control estérico es el principal factor

en la determinacion de la estereoquimica de la hidroboracion de este esteroide. [18].

1.B H6
2H,0,, OH

HO G
50% 25% 20%

HO

T e

Figura 11 Hidroboracién-oxidacion del a 2-Colestano

En 1964, Caglioti y Col, se enfocaron en la sintesis de androsterona y 19-
Norandrosterona. [19]

Para la sintesis de la androsterona, seleccionaron como material de partida
17-diona-17-monoetilencetal (8), el tratamiento con exceso de diborano y diglima,
seguido de la ebullicion de la mezcla de reaccion con el anhidrido acético produjo la
5a-androst-3-ene-17-one (9), con un rendimiento de mas del 65%. La proteccion del

grupo carbonilo de compuesto (9), se realiz6 a través de la formacién de5a-androst-
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3-ene-17-one-etilencetal (10), el cual fue tratado a 0° con un gran exceso de
diborano en tetrahidrofurano y oxidado con el peréxido de hidrogeno y Aélcalis,

seguido de hidrolisis, obteniendo asi la androsterona (11) en una forma casi pura.

<y

o

o)
/

1. ByHg
2. Ac,O

0
AN

(0]
14

11

Figura 12 Sintesis de la androsterona

En la sintesis de 19-norandrostano, tomaron como material de partida, 19-
nortestosterona (12), llevaron a cabo la hidroboracién seguido por el tratamiento con
anhidrido acético. Se obtuvo el producto con proporcionando un rendimiento del
60% de 19-nor-5o—androst-3-ene-173-ol-acetato (13a). Este producto fue sometido
a hidrdlisis con hidréxido de potasio al 5% en metanol, el cual genera el alcohol
(13b), que puede ser oxidado a la cetona correspondiente (14) con acido crémico en
acetona. El grupo carbonilo de este compuesto fue protegido mediante acetilacion,
produciendo 19-nor-5a-androst-3-ene-17-one-etilencetal (15), éste fue tratado de
igual manera que (10). Se obtuvo una mezcla de productos de los que fue posible

aislar, el compuesto 19-norandrosterona (16) con un rendimiento del 55-65%. [19]
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Figura 13 Sintesis de 19-norandrostano

En 1964 y 1972, Sondheimer y Col, estudiaron la hidroboracion de sistemas
esteroidales, como los de la serie 5a-H que tienen el anillo A y B fusionados trans
(17) y los epimeros 5B-H ( tienen los anillos fusionados cis) (18), obteniendo como
resultado que (17) origin6 un 90 % del alcohol (19), mientras que (18) no fue atacado
por el diborano, debido al impedimento estérico del anillo A al ataque del reactivo por
la cara alfa.[20], [21]
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1. BoHg

Py
Y

2.H,0,/NaOH

H 17

1. ByHg

> H,0./NaOH > No hay reaccion
.H2Yo

(18)

Figura 14 Hidroboracion de sistemas esteroidales

En 1969, Hassnery Col, estudiaron el efecto director del acetoxi en la

hidroboracion de olefinas., las cuales seran citados a continuacion:

v' Hidroboracion de acetato de ciclohexenilo (20). Se llevo a cabo in
situ, mediante la adicién de borohidruro de sodio o litio en diglima a una solucion de
la olefina y eterato de trifluoroborano en tetrahidrofurano, en ambos casos con una
relacion molar 2:1 borano-olefina a 0°, seguidamente la oxidacién con peroxido de
hidrogeno y alcalis obtuvieron como producto 60 % de trans-1,2-ciclohexadiol (21) y,
aproximadamente, 20% de ciclohexanol (22). Por lo que establecieron que el acetato
ciclohexenilo se mantuvo estable con eterato de trifluoroborano asi como con el

borohidruro de sodio en condiciones de reaccion. [22]
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HZOZ’ -OH C(OH OH
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Figura 15 Hidroboracion de acetato de ciclohexenilo

v' Hidroboracién de 16-androsten-3B, 17-dioldiacetato (23), se llevé a
cabo generando diborano con eterato de trifluoroborano en tetrahidrofurano, seguido
de la oxidacién con perdxido de hidrogeno y alcalis, dando como resultado un Gnico
producto con un 80% de trans-16a, 17B-diol (24). [22]

H,C
N
0" o HO
~mOH
1. B,Hg
2. Hy,0,,-OH
j HO
X

23

Figura 16 Hidroboracion de 16-androsten-3f, 17-dioldiacetato

En 1991 Dolle y Col, realizaron la hidroboracién de 7-dehidrocolesterol (25)
en exceso de solucion borano-tetrahidrofurano, seguido de la oxidacién con peréxido
de hidrogeno, con un rendimiento del 80% de 5a-hidroxi (26) y ninguna cantidad
detectable de 5B-hidroxi. Por lo que se puede concluir que el producto predominante

en la hidroboracién-oxidacion es a-hidroxi.
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La estereoquimica de la reaccion estd determinada por la accesibilidad
relativa de las dos caras de los dieno conjugado. La cara beta de la molécula esti
impedida por los grupos metilo angular en C-10 y C-13, dando como resultado un

ataque al doble enlace menos obstaculizado de la cara alfa. [23]

1. BoHg

HO

25

Figura 17 Hidroboracion de 7-dehidrocolesterol
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4. PARTE EXPERIMENTAL

Especificaciones

Tabla 3 Reactivos empleados en las reacciones.

Nombre Formula
Acido Clorhidrico HCI
Anhidrido Acético (CH3CO),0

Hidrato de hidracina
_ NH,NH,.H,0
monohidratado
Acido p-toluensulfénico
. C,H;SO3zH
monohidratado
Borohidruro de Sodio NaBH4
lodo I
Piridina CsHsN

Tabla 4 Solventes empleados en las reacciones.

Solventes

Hexano
Tetrahidrofurano*
Cloroformo
Diclorometano
Etanol*

Metanol*

(*): Destilado
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Determinacién de datos Fisicos

Punto de Fusién (Pf)

Se determinaron en un fusiémetro Electrothermal 9100, 15 v, 45 w, 50/60 Hz.

No estan corregidos.

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 (RMNH)

Se registraron en los siguientes instrumentos:

- JEOL (270 MHz)
- BRUKER (300 MHz)
- BRUKER (500 MHz)

Se utiliz6 como referencia interna tetrametilsilano (TMS) vy los
desplazamientos quimicos vienen dados en ppm hacia campos bajos de la sefal del

TMS. Los solventes vienen especificados en cada espectro.
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Se utilizan las siguientes abreviaturas:

Abreviatura Significado Abreviatura Significado
S Singlete q Quinteto
D Doblete m Multiplete
_ Doblete de
T Triplete dd
doblete
Triplete de
C Cuarteto td
doblete

Cromatoqgrafia Capa Fina (ccf)

Se utiliz6 como adsorbente silica gel Merck DC-60Fs4, capa de 0,2 mm de

espesor en placas de aluminio.

Cromatografia Preparativa

Se utilizé placas 20 x 20 de silica-gel 60G Merck con indicador fluorescente a 254

nmy 0,25 mm de espesor.
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Cromatografia de Columna (cc)

Se utiliz6 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).

Cromatoqgrafia de ultra alta eficiencia (UPLC)

Se utilizd6 un equipo biotage Isolera, empleando un cartucho biotage SNAP

Ultra 509, con una dimension de 39x81 mm.

4.1. Esterificaciéon de la dehidroepiandrosterona (3p-acetoxi-5-androsten-
17-ona). (28)

Una mezcla de la dehidroepiandrosterona ((5,00190+0,00001) g;
17,34mmol)), piridina (14ml) y anhidrido acético (3ml), fue calentado a reflujo a
100°C, durante cuarenta y ocho (48) horas. El producto fue purificado mediante
cromatografia de placa preparativa, como eluyente se utiliz6 una mezcla de
diclorometano-etanol (99,6:0,4) Se obtuvo ((4,63708+0,00001)g, 14,05mmol)) de un

sélido blanco con un Rf de 0,86 y un rendimiento del 81%.

4.2. Cetalizacion de la dehidroepiandrosterona. (29)

Se hizo reaccionar ((1,73017+0,00001)g; 5,24mmol)) de

dehidroepiandrosterona acetilada (28), con 80ml de etanol, en presencia de acido p-

toluensulfénico monohidratado ((0,40000+0,00001)g; 2,32mmol) y tamiz molecular.
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La mezcla fue calentada en reflujo a 75°C, durante dieciocho (18) horas. Se destild
el etanol y el residuo fue disuelto en diclorometano, lavada con solucion salina,
hidroxido de sodio al 5% y agua, la capa organica fue secada con sulfato de
magnesio anhidrido y evaporado el solvente a presion reducida. La reaccion fue
seguida mediante cromatografia de capa fina empleando anisaldehido-4cido
sulfarico como revelador, indicando numerosa presencia de material de partida y

bajo rendimiento del producto esperado.

4.3 Esterificacion de la Testosterona. (32)

Una mezcla de testosterona (31) ((3,70000+0,00001) g; 8,94mmol)), anhidrido
acético (5ml) y acido clorhidrico al 10% (1ml), fue calentado a reflujo a 100°C,
durante quince (15) horas. El producto, fue purificado mediante cromatografia de
placa preparativa, como eluyente se utilizo una mezcla diclorometano-etanol
(99,2:0,8). Se obtuvo ((3,00617+0,00001) g, 9,11mmol)) de un sélido blanco con un
Rf de 0,71 y un rendimiento del 71%.

4.4. Formacion de la Hidrazona (33)

Una mezcla de testosterona acetilada (32) ((2,95575+0,00001) g; 8,95 mmol)),
etanol (22ml) e hidrato de hidracina (20ml), se agito setenta y dos horas (72). La
reaccion generd un precipitado amarillo, se separé de la solucién mediante filtracién
y se lavo con agua y se obtuvo ((2,04226+0,00001) g, 6,76mmol)) de un producto

con un rendimiento de 76%.
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4.5. Hidroboracion generando el diborano externamente.

)

D

>
||||||||||||||||||||!|||||||||l|||||||||!|||||||||l

G

En un balén aforado de dos bocas (B) se coloc6 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 se hizo pasar al balébn generador de
diborano (C), el cual contenia borohidruro de sodio y por medio de un embudo de
adicion (D) se hizo gotear lentamente iodo en etanol, el gas producido (diborano)
reacciono con el esteroide protegido que se encontraba disuelto en tetrahidrofurano
(THF) en un tercer balon (E), finalmente el diborano sin reaccionar fue disuelto en
una trampa de peroxido de hidrégeno (F), el proceso de reaccion se llevd a cabo
durante un periodo de diez (10) horas. Transcurrido este tiempo fue calentado a
reflujo, durante cuarenta y ocho (48) horas. Se dejo6 reposar el alquilborano durante
un periodo de una (1) hora, se afiadié una solucién de peréxido de hidrégeno 30%
gota a gota y una solucion de NaOH 5% con agitacion durante (24) hora para
completar la oxidacion del compuesto. Se separd la capa organica, se secé con

sulfato de magnesio anhidrido y se evaporé a presion reducida.
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Tabla 5 Cantidades de los reactivos empleadas en la hidroboracién-
oxidacion de ambos esteroides protegidos.

DHEA protegida (29) Testosterona protegida (33)

I (13,87848+0,00001)g; (11,38312+0,00001)g;

? 54,68mmol 44,85mmol
NaBH (41,18630+0,00001)g; (26,62218+0,00001)g;

a

¢ 544 34mmol 351,85mmol

_ _ (0,57803+0,00001)g; (0.47870+0,00001)g;
Material de partida
1,71mmol 1,39mmol

La purificacion se realiz6 mediante cromatografia liquida de ultra alta
eficiencia (UPLC). El eluyente empleado, el factor de retencion y el rendimiento se

encuentran reportados en la Tabla N°6.

Tabla 6 Eluyente y rendimiento empleados en la purificacion de 38,6¢-
dihidroxi-5¢-androstan-17-ona (30) y 4¢&,17B-dihidroxi-5¢-androstano (34).

Compuesto Eluyente % Rendimiento
Producto 30 Tolueno/AcOEt/Hexano/CH,Cl, 3
Producto 34 (6:2:1:1) 6
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

La testosterona y la dehidroepiandrosterona fueron tratados secuencialmente

como lo indica el siguiente esquema:

DEHIDROEPIANDROSTERONA TESTOSTERONA
P OH
o
HO

o

o (CH4CO) 2O/py (CH3CO) ,O/HC |

/

1.B,Hg
<—
2.H,0,/ NaOH
HO 2z ”
OH
30 NH,NH.,,
Etanol/ H Eanol
o)
N~
0 29 @
I N/
/\
1.B,Hg
2. H,0,/ NaOH

OH

é 34
OH

Figura 18 Esquema experimental para la obtencién de: 4,6&-dihidroxi-5¢-androstan-17ona (30) y
4¢,17B-dihidroxi-5¢-androstano(34)
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5.1 Esterificacion de la dehidroepiandrosterona (3B-acetoxi-5-androsten-
17-ona). (28)

O
Vi Vi

(CH3CO) ,0lpy

O

HO /U\o 28

Figura 19 Reaccidn de esterificacion de DHEA

La esterificacion del grupo hidroxilo presente en la DHEA (27), se llevé a cabo
mediante anhidrido acético en piridina, para obtener el producto (28) con un

rendimiento de 81%.

El espectro IR (Espectro N° 1, CHCI3) mostré una banda aguda de mediana
intensidad en 2950 cm™ asignada a vibraciones de tensién de enlaces Cspz-H y por
ultimo una sefial centrada aguda e intensa en 1738 cm™ correspondientes a
vibraciones de tensién de un grupo carbonilo (C=0), y una sefial aguda de mediana
intensidad en 1242 cm™ asignada a vibraciones de tensién de enlaces COO ambas
proveniente del éster. Las sefiales obtenidas, comprueban que el método empleado

fue satisfactorio.

El siguiente mecanismo de reaccion puede explicar el resultado obtenido:
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Figura 20 Mecanismo de esterificacion de DHEA

En el mecanismo, se puede proponer la formacién de un ién acetilpiridinio

como intermediario, seguido del ataque de la dehidroepiandrosterona y posterior

24]

salida de la piridina o de su derivado (24 "pbara formar acido acético y 3p-acetoxi-5-

androsten-17-ona (28).
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5.2 Cetalizacion de la Dehidroepiandrosterona. (29)

y CH,
o—/

CH

: EOHH CHs

o 29

Figura 21 Reaccién de Cetalizacion de DHEA.

La proteccién del grupo carbonilo presente en la DHEA (27), se intenté con
etanol en medio acido, sin embargo, por medio del seguimiento de la reaccion
mediante cromatografia de capa fina, se observé gran cantidad de material de
partida y baja formacién del producto esperado (29). Esto puede ser atribuido, al
impedimento estérico que genera la presencia del Me-18 angular, dificultando el
ataque del reactivo en el C-17. El crudo obtenido sin purificar fue empleado en la

reaccion de Hidroboracidén-Oxidacion.

En el espectro *C-RMN (Espectro N° 3, CDCls) se puede observar una sefial
en 102,06 ppm correspondiente a la cetalizacion, esta sefial indica que una pequefia

cantidad del material de partida se cetalizé.

5.3 Hidroboraciéon-oxidacion de DHEA protegida.

CHs O THs 7
CH CH
3 HB 3
—_——
i [0]
N6 HO : 30
OH

Figura 22 Reaccion de Hidroboracion- Oxidacion de 3B-acetoxi-5- androsten-17-ona.
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La Hidroboracion-Oxidacién de 3B-acetoxi-5- androsten-17-ona se llevo a
cabo con diborano, peréxido de hidrégeno e hidroxido de sodio, para obtener el

3B,6¢-dihidroxi-androsterona-17-ona (30) con un rendimiento de 3%.

Para confirmar que la reaccién de Hidroboracion- Oxidacion ocurrié, se realizé
caracterizaciéon del producto obtenido empleando las técnicas de 'H-RMN y *C-
RMN.

Para la asignaciéon de protones y carbonos en 3pB,6¢-dihidroxi-5¢-androstan-

17-ona, se designo la siguiente numeracion:

18
CHj /?

19 121 47
cHitl BT
3 | /16
1] 9 14_
%/ \:i'o \?/ 15
3 5 7
Ho? 4 TN

OoOwo

H

Figura 23 Numeracién designada en 33,6¢&-dihidroxi-5a-androstan-17-ona para la asignacién de

protones y carbonos.

El espectro de *H- RMN (Espectro N°2, CDCls), mostro un singlete centrado
en 0,86 ppm y otro en 0,99 ppm; ambas sefiales atribuibles a los protones metilicos
localizados en C-18 y C-19 respectivamente. En 3,89 ppm se observa dos multiplete

correspondientes a los protones (-CH-) de C-3 y C-6.
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El espectro de **C-RMN (Espectro N°3, CDCls), mostré una sefial en 221,17
ppm asignable al carbonilo (C=0) presente en C-17, en 75,98 ppm una sefial
correspondiente a C-3 unido a un grupo hidroxilo (-OH), indicando la desproteccion
del grupo hidroxilo. Esto posiblemente se debe, al sometimiento de condiciones
acidas durante el intento de cetalizacibn o bajo las fuertes condiciones bésicas
durante la reaccion de oxidacion. La sefial 66,66 ppm corresponde a C-6 unido a un
grupo hidroxilo (-OH), indicando que la reaccion de Hidroboracion-Oxidacion se llevo
a cabo satisfactoriamente. Por medio de estas sefiales y la modificaciéon de los
desplazamientos quimicos (31.52, 50.30, 38.93 y 35.85) ppm correspondientes a C-
4, C-5, C-10 y C-7 con respecto al material de partida reportado® en (42.14, 141.17,
36.63 y 32,1) ppm, se puede confirmar que el producto obtenido se encuentra

hidroborado y oxidado. (Ver espectro N°11)

En la reaccion de Hidroboracion-Oxidacién del androstano, se esperaba una
mezcla de epimero, obteniendo como producto mayoritario 3B,6a-dihidroxi-
androsterona-17-ona, puesto que la cara beta de la molécula se encuentra
impedida por los metilos angulares en C-10 y C13, generando el ataque al doble
enlace menos impedido, siendo este por la cara alfa. Mediante estudios realizados

18 y F. Dolle?® demuestran que los a-hidroxi son los productos

por A. Hassner
predominantes, indicando que los efectos de conformacién no son significativos y
que el control estérico es el principal factor en la determinacion de la estereoquimica
de la Hidroboracién. Sin embargo, los datos espectroscépicos obtenidos no son
suficientes para afirmar que el hidroxilo en C-6 se encuentra en posiciéon alfa. Por lo
que se hace necesario un estudio de RMN en dos dimensiones como por ejemplo:

COSY, NOESY, HETCOR.
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Tabla 7 Datos espectroscopicos “*C-RMN del producto (30) (Espectro N°3,
CDCl3) y sus correspondientes desplazamientos experimentales y calculados.

Bexp(PPM) Sca(Ppm)® Asignacion
221,17 219,91 C-17
75,98 71,16 c-3
66,66 70,21 C-6
51,78 51,31 C-14
50,30 50,30 C-5
47,55 47,95 C-13
40,42 47,92 c-9
38,93 38,06 C-10
36,87 35,70 C-16
35,85 35,50 c-7
32,66 33,14 c-1
31,52 32,60 C-4
31,46 31,69 C-12
30,82 31,24 c-8
29,82 29,45 C-2
23,53 21,92 C-15
21,89 21,26 c-11
19,40 20,24 C-19
13,55 13,74 C-18

®pretsch, E. Tablas Para La Elucidacién Estructural De Compuestos Organicos Por Métodos Espectroscopicos,
Editorial ALMAMBRA, S.A, 1ra Edicién Espafiola, 1980.
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5.4 Esterificaciéon de la Testosterona (17B-acetoxi-4-androsten-3-ona) y

formacién de la hidrazona

OH )J\

(CH3C0) ,O/HOl

Y

0 31 o7 32

Figura 24 Reaccién de esterificacion de la testosterona

La esterificacion del grupo hidroxilo presente en la testosterona (31) se llevo a
cabo con anhidrido acético y acido clorhidrico. El producto obtenido (con un
rendimiento de 71%), se mezcl6 con hidracina en etanol, para formar la hidrazona en
el C-3.

Para confirmar la estructura del producto del producto esterificado con
anhidrido acético, se realiz6 su caracterizacién por las técnicas de IR, *H-RMN y **C-
RMN.

El espectro IR (Espectro N°4, CHCI3) mostré una banda aguda de mediana
intensidad en 2935 cm™, correspondiente a las vibraciones de tensién de enlaces C
sp3-H, a 1735 cm™ una sefial centrada aguda e intensa asignada a las vibraciones de
tensién de un grupo carbonilo (C=0) caracteristica del éster, a 1675 cm™ una sefial
centrada aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tension de un grupo
carbonilo (C=0) conjugado, y por Ultimo a 1246 cm™ una sefial aguda de mediana

intensidad asignada a vibraciones de tensién de enlaces COO del éster.
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Para la asignacion de protones y carbonos en 17B-acetoxi-4-androsten-3-ona,

se designo la siguiente numeracion:

I

18

o 1™
CH; )

19 121 47

CHy[ " \

9 14
7~ \10/ \8/

16
/
=15

=
o~

Figura 25 Numeracién designada en 17B-acetoxi-4-androsten-3-ona para la asignacion de protones y

carbonos.

El espectro de 'H- RMN (Espectro N°5, CDCl;), se observa un singlete
centrado en 0,79 ppm y otro en 1,14 ppm; ambas sefales atribuibles a los protones
metilicos localizados en C-18 y C-19 respectivamente. En 1,99 ppm un singlete
centrado asignado a los protones (-CHs-) del C-2° de la cadena adicionada a la
Testosterona. El protdn sobre C-17 muestra un triplete centrado 4,55 ppm, a campo
mas bajo que el desplazamiento reportado® para el mismo protén en el material de
partida a 3,65 ppm, como consecuencia del cambio del grupo oxidrilo por el grupo
éster. (Ver espectro N°10
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Tabla 8 Datos espectroscopicos *H-RMN del producto (32) (Espectro N°5,

CDCl3) y sus correspondientes desplazamientos experimentales y calculados.

Sexp(Ppm) Oca(ppm) Multiplicidad  Asignacion
1,14 1,00 Singlete CHs;, C-19
0,79 0,81 Singlete CHs;, C-18
1,99 2,02 Singlete CH, C-27
4,55 4,60 Triplete CH, C-17

®pretsch, E. Tablas Para La Elucidacién Estructural De Compuestos Organicos Por Métodos Espectroscépicos,
Editorial ALMAMBRA, S.A, 1ra Edicién Espariola, 1980.

El espectro de *C-RMN (Espectro N°6, CDCls), mostré en 199,34 ppm y
171,07 ppm dos sefiales correspondientes a C-3 y C-1" unido al grupo carbonilo. En
21,12 ppm se observa una sefial correspondiente a C-2°. Por medio de estas
sefales y la presencia de la modificacién del desplazamiento quimico del C-17
(82,43 ppm) con respecto al material de partida reportado® en 81,56 ppm; se puede

confirma que el producto obtenido esta esterificado. (Ver espectro N°11).
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Tabla 9 Datos espectroscopicos “*C-RMN del producto (32) (Espectro N°6,
CDCl3) y sus correspondientes desplazamientos experimentales y calculados.

Sexp(PPM) Scal(Ppm) Asignacién
199,34 197,8 C-3
171,07 170,4 C-5
170,87 170,0 C-1
123,93 124,3 C-4
82,43 82,5 C-17
53,70 54,3 C-9
50,24 50,8 C-14
42,44 42,9 C-13
38,59 38,9 C-10
36,60 37,1 C-12
35,69 36,1 c-1
35,39 35,8 C-8
33,01 34,2 C-2
32,71 32,9 C-6
31,48 32,0 C-7
27,46 27,9 C-16
23,45 23,8 C-15
21,12 21,0 C-2°
20,51 21,0 c-11
17,38 17,6 C-19
12,00 12,2 C-18

®pretsch, E. Tablas Para La Elucidacién Estructural De Compuestos Organicos Por Métodos Espectroscépicos,
Editorial ALMAMBRA, S.A, 1ra Edicién Espafiola, 1980.
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El producto esterificado (32), fue sometido bajo las condiciones indicadas en
la figura 26 para formar la hidrazona en el C-3.

O

P

O OH

NH ,NH ,/EtOH

Y

/
H,N

Figura 26 Reaccién de formacion de la hidrazona de la testosterona

La formacion de hidrazona frecuentemente se realiza con hidracina, hidroxido
de sodio y etanol (Reaccion de Wolff-Kisnher), pero en el método empleado se
formé agitando la testosterona acetilada en etanol e hidrato de hidracina, obteniendo

un producto puro sin purificaciéon adicional.

En el método empleado se puede plantear un mecanismo donde en el ultimo
paso de reaccion, la hidracina en exceso actia como la base para tomar el proton y

promover la formacioén de la hidrazona.
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Figura 27 Mecanismo de formacion de la hidrazona de la testosterona

El espectro IR (Espectro N°7, CHCI3) mostré una banda ancha e intensa en
3358 cm™ correspondiente a vibraciones de tensién de grupos hidroxilos (-OH), a
2933 cm™ una sefial aguda e intensa asignada a vibraciones de tensién de enlaces
C$f44; a 1632 cm™’ una sefal centrada aguda e intensa correspondiente a
vibraciones de tension de enlace C=N, por Ultimo a 1054 cm™ una sefial aguda de
mediana intensidad correspondiente a vibraciones de tensién de enlaces C-O del

alcohol.
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Por medio del andlisis del espectro IR (Espectro N°7, CHCIs), se pudo
apreciar la desproteccion del grupo hidroxilo presente en C-17, y la formacién de la
hidrazona en C-3 del androstano, demostrando que la hidracina en etanol también
funciona como una reaccion de desproteccion de grupo hidroxilo. Debido a este
hecho se puede plantear dos mecanismos de reaccion, planteado como una
transesterificacion con la diferencia que en vez de reemplazar el grupo alcoxi por el
alcohol, es reemplazado por la hidracina para producir acetohidrazida y el esteroide
desprotegido (OH).

Mecanismo 1

19
J’L O
o}
o}
N—NH,
S, OH /\
4 HN-NH, — o H H
W y
/ N
H,N /
H,N

O

OH H NH

N

o BOH H
+ /U\N/H
¥
| N
/
H,N

¥ HN-

OH
N
+ /U\N/NH2
H

/
HoN

Figura 28 Mecanismo propuesto N°1 en la desproteccién del grupo —OH en la hidrazona de la

testosterona.
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Mecanismo 2
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Figura 29 Mecanismo propuesto N°2 en la desproteccién del grupo —OH en la hidrazona de la

testosterona.
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5.5 Hidroboracion-oxidacién de la Testosterona protegida. (33)

CH; ,OH CHz OH
CH CH
3 HB 3
e
(O]
N7 B 34
HoN OH

Figura 30 Reaccién de Hidroboracion- Oxidacion para la formacién de 4¢173-dihidroxi-5-androstano.

La reaccion de Hidroboracion-Oxidacion para la formacion de 4¢17B-dihidroxi-
5¢-androstano se llevo a cabo con diborano, peréxido de hidrogeno e hidréxido de

sodio, para obtener el producto 34 con un rendimiento de 6%.

Para confirmar que la reaccion de Hidroboracion- Oxidacion ocurrio, se realizé
caracterizacion del producto obtenido empleando las técnicas de 'H-RMN y *°C-
RMN.

Para la asignacion de protones y carbonos en 4¢,17p-dihidroxi-5¢-androstano,

se designo la siguiente numeracion:

Figura 31 Numeracioén designada en 4§, 173-dihidroxi-5¢-androstano para la asignacion de protones

y carbonos.
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El espectro de 'H- RMN (Espectro N°8, CDCls;), se observa un singlete
centrado en 0,79 ppm y otro en 0,85 ppm; ambas sefiales atribuibles a los protones
metilicos localizados en C-18 y C-19 respectivamente. En 3,69 ppm se observa un

multiplete centrado correspondiente a los protones (-CH-) en C-4.

El espectro de *C-RMN (Espectro N°9, CDCls), mostré6 en 83,46 ppm una
sefal correspondiente a C-17 unido al grupo hidroxilo (-OH). La senal 71,22 ppm
corresponde a C-4 unido a un grupo hidroxilo (-OH), indicando que la reaccion de
Hidroboracion-Oxidacién se llevo a cabo satisfactoriamente. El desplazamiento
quimico 34,74 ppm corresponde a C-3, indicando la perdida de la hidrazona. Esto se
debe, a la descomposicion de la hidrazona por la pérdida de nitrégeno, cuando el
producto de Hidroboracion fue sometié a reflujo en un medio fuertemente bésico. Por
medio de estas sefiales y la modificacién de los desplazamientos quimicos (45.98,
32,01 y 22,69) ppm correspondientes a C-5, C-10 y C-6 con respecto al material de
partida reportado®® en (171.35, 38.67 y 32,80) ppm, se puede confirmar que el

producto obtenido se encuentra hidroborado y oxidado. (Ver espectro N°12)

En el proceso de Hidroboracion Oxidacion del androstano, se esperaba una
mezcla de epimeros y como producto mayoritario aquel donde el ataque del reactivo
ocurriera por la cara alfa (4a, 17B-dihidroxi-5a-androstano), siendo esta la menos
impedida. Por medio del Trabajo de ascenso a profesor Titular de la Dr. Marcano
D.?" el desplazamiento quimico de protones localizados en el C-4 es 3,4 ppm
indicando que el producto mayoritario es el a-hidroxi. Basandose en lo antes
mencionado se puede decir que el compuesto obtenido se podria tratar de 4a, 1783-
dihidroxi-5a-androstano, sin embargo, mediante el espectro obtenido no se puede
determinar la estereoquimica del compuesto, por lo que se hace necesario un
estudio de RMN en dos dimensiones como por ejemplo: COSY, NOESY, HETCOR.
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Tabla 10 Datos espectroscopicos “*C-RMN del producto (34) (Espectro N°9,

CDCl3) y sus correspondientes desplazamientos experimentales y calculados.

Bexp(PPM) Sca(Ppm)>® Asignacion
83,46 81,68 C-17
71,22 71,61 C-4
54,28 51,26 c14
51,35 50,04 c-9
45,98 46,34 C-5
44,90 43,79 C-13
38,10 38,81 c-1
37,02 37,14 C-12
35,56 35,35 c-8
34,74 33,29 c-3
32,01 32,96 C-10
31,46 31,81 C-7
29,36 30,74 C-16
23,55 23,54 C-15
22,69 22,75 C-6
20,80 20,64 c-11
18,42 20,45 C-2
14,19 14,75 C-19
12,31 11,48 C-18

®pretsch, E. Tablas Para La Elucidacién Estructural De Compuestos Organicos Por Métodos Espectroscépicos,

Editorial ALMAMBRA, S.A, 1ra Edicién Espafiola, 1980.
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La descomposicion de la hidrazona se puede explicar mediante el mecanismo
mostrado en la figura 32, donde la base sustrae hidrogeno del nitrégeno produciendo
un carbanién que se protona rapidamente, seguido de la pérdida del nitrégeno,

formacion del carbanion y por ultimo el proceso de protonacion.

H
Ho,  §Ms HO  CHs

HaC HaC
"OH
\N A
N N

HO CHjz

H5C

cH HO
HO 3
HO CHs
HsC
HsC
_N2
H —_—
A
N .
N
BH, \N:- T BH
l 2
HO CHs

BH,

Figura 32 Mecanismo de descomposicion de la hidrazona
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El proceso de Hidroboracion- Oxidacion llevado a cabo satisfactoriamente en
ambos compuestos protegidos (Testosterona, DHEA), permite desarrollar nuevos
proyectos debido que la introduccion del grupo hidroxilo en C-4 de la testosterona y
en C-6 de la DHEA, activa no solo estas posiciones sino que ademas posibilita una
serie de modificaciones en el anillo A y B respectivamente. Entre las cuales se
puede mencionar: formacion del carbonilo por oxidacion, expansion del anillo

generando lactamas o lactonas, o la formacion de un sistema a,B-conjugado.
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6. CONCLUSIONES

v Se llevé a cabo la esterificacion del grupo hidroxilo presente en C-3 en
la DHEA con un rendimiento de 81%.

v Se llevo a cabo la esterificacion del grupo hidroxilo presente en C-17 en

la testosterona con un rendimiento de 71%.

v Se obtuvieron resultados desfavorables en la cetalizacién de la DHEA,

empleando etanol en medio &cido.

v La hidracina en etanol hidroliza el éster, permitiendo recuperar el

alcohol.

v En la reaccion de Hidroboracion-Oxidacion de la
Dehidroepiandrosterona se obtuvo la formacion de 3[,6¢-dihidroxi-5¢-androstan-17-

ona con un rendimiento de 3%.

v En la reaccion de Hidroboracion-Oxidacién de la testosterona protegida
se obtuvo la formacion de 4¢,17p-dihidroxi-5¢-androstano con un rendimiento de 6%.

v Mediante la informacién que arrojo los espectros de protones y carbono
en las reacciones de Hidroboracion-Oxidacion no logré determinar la estereoquimica

del alcohol resultante.

v La introduccién del grupo hidroxilo en C-4 de la testosterona y en C-6
de la DHEA, activa no sélo estas posiciones sino que ademas posibilita una serie de
modificaciones en el anillo A y B respectivamente. Entre las cuales se puede

mencionar:
- Formacion del carbonilo por oxidacion
- Expansion del anillo generando lactamas o lactonas

- Formacion de un sistema a,-conjugado.
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7. RECOMENDACIONES

v El orden de reaccién en el caso de la Dehidroepiandrosterona debe ser
el siguiente: cetalizacién, esterificacion del grupo oxidrilo y finalmente someter el

producto a una reacciéon de Hidroboracién- Oxidacion.

v Para la obtencion de altos rendimientos en la cetalizacion de la
Dehidroepiandrosterona, se puede emplear etilortoformiato comercial en medio

acido.

v El orden de reaccion en el caso de la Testosterona seria:
1. Formacién de la hidrazona empleando hidracina en etanol.
2. Esterificacion del grupo oxidrilo.

3. Hidroboracién-Oxidacion.

v Para obtener mejor rendimiento en el proceso de Hidroboracion, se
podria emplear diborano comercial 6 modificar el método de produccion de diborano,

reemplazando el iodo en metanol por trifluoroborano en diglima.



76

ESPECTROS

Espectro IR (N°1; CHCI3) Esterificacion de la dehidroepiandrosterona (33-acetoxi-5-

androsten-17-ona). (28)
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Espectro 'H-RMN(N°2, CDCls) Hidroboracién-Oxidacién de la DHEA protegida
(3B,6¢-dihidroxi-5¢-androstan-17-ona)
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Espectro *C-RMN (N°3, CDCIls) Hidroboracion-Oxidacién de la DHEA protegida
(3B,6¢&-dihidroxi-5¢-androstan-17-ona)
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Espectro IR(N°4, CHCI3) Esterificacion de la testosterona (17 acetoxi-4-androsten-

3-ona).
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Espectro *H-RMN (N°5, CDCl;) Esterificacion de la Testosterona (17 acetoxi-4-
androsten-3-ona)
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Espectro *C-RMN (N°6, CDCIs) Esterificacion de la Testosterona (17p acetoxi-4-
androsten-3-ona)
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EspectrolR (N°7, CHCI3) Formacién de la Hidrazona
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Espectro’H-RMN (N°8, CDCl;) Desplazamientos Quimicos de Hidroboracion-
Oxidacién de la testosterona protegida (4¢,17B-dihidroxi-5¢-androstano)
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Espectro C-RMN (N 9, CDCls) Hidroboracién-Oxidaciéon de la testosterona
protegida (4¢,17B-dihidroxi-5¢-androstano).




Espectro *H-RMN (N°10, CDCls) Testosterona reportada®®.
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Espectro **C-RMN (N°11, CDCl3) Testosterona reportada®.
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Espectro **C-RMN (N°12, CDCl3) Dehidroepiandrosterona reportada®
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