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RESUMEN


En este Trabajo Especial de Grado se presentan una serie de modificaciones sintéticas en el anillo A de algunos androstanos a fin de generar una base de datos sobre la actividad antiviral de estos compuestos.

Se utilizaron la androsterona y la testosterona como material de partida, y las modificaciones que se llevaron a cabo, básicamente consistieron en desplazar el grupo carbonilo de C-3, así como la formación de compuestos α,β- insaturados. Para lograr esto se ensayaron diferentes reacciones que incluyeron: acetilación, para proteger los grupos hidroxílicos, oxidación, reducción, hidroboración e eliminación. En algunos casos se modificaron las condiciones de reacción: reactivos, solventes, tiempo de reacción, etc. a fin de obtener un mayor rendimiento del producto deseado.

 Los productos y los intermediarios fueron caracterizados por sus datos espectrales: IR, RMN-1H y RMN- 13C.
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1. INTRODUCCIÓN

Existen en la actualidad enfermedades cuya profilaxis consiste en eliminar al agente infeccioso o mediante la inoculación temprana de una vacuna. Al aparecer la enfermedad en el individuo y no poseer anticuerpos contra ella, se aplica generalmente un tratamiento sintomático y de sostén, suministrando medicamentos, para contrarrestar los efectos de la enfermedad, como son: la hiperpirexia (elevación de la temperatura corporal por encima de lo normal), convulsiones febriles, fiebre y cefalea (dolores de cabeza), fiebre bifásica, mialgias (dolores musculares) o artralgias (dolores en las articulaciones), exantema (erupción cutánea, de color rojizo), leucopenia (disminución anormal de las células blancas de la sangre) y linfadenopatías (inflamación de los nódulos linfáticos).

Para un gran número de enfermedades se poseen vacunas muy eficaces pero en muchos casos no son fáciles de adquirir o de preparar, y para el caso de infecciones virales, una intervención farmacológica eficaz es extremadamente difícil ya que los virus son parásitos intracelulares y su replicación requiere la participación activa de los procesos metabólicos de la célula huésped. El objetivo de la terapéutica es obtener el efecto máximo sobre las células infectadas por virus con acción tóxica mínima sobre las demás células del huésped.1
Algunos virus, como los arbovirus, provocan enfermedades muy problemáticas, que en muchas regiones pueden convertirse en epidemias (desarrollo de una enfermedad o de un fenómeno patológico que afecta simultáneamente a numerosas personas en un territorio más o menos extenso y sometido a influencias idénticas e inhabituales), entre las que podemos mencionar la Fiebre Amarilla y el Dengue.


1.1 Fiebre Amarilla

La fiebre amarilla es una infección viral aguda de gravedad variable, de declaración internacional obligatoria. Causada por un arbovirus y transmitida por un mosquito de la familia Flaviviridae. Se manifiesta de dos formas: la selvática, transmitida por diversas especies de Haemagogus y la urbana, transmitida por Aedes aegypti.


El virus que la produce se presenta en formas epidémicas o endémicas (enfermedad generalmente infecciosa, constante en ciertos países por influencias de una causa determinada) en Suramérica y en regiones de África del este, especialmente Liberia, Ghana, Nigeria y países vecinos. Los seres humanos y otros primates adquieren la infección por la picadura de mosquitos infectados. Después de un período de incubación de 3-6 días, el virus aparece en sangre y sirve como fuente de infección para otros mosquitos. Para que el mosquito sea capaz de transmitir el virus, éste tiene que replicarse en su intestino y pasar a la glándulas salivares.


La enfermedad se conoce desde la antigüedad. 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 hipótesis 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.


En las zonas endémicas de fiebre amarilla urbana, los niños son mayormente afectados mientras que la mayoría de los adultos son inmunes. La fiebre amarilla suele ser menos grave en niños, siendo la relación de las infecciones subclínicas respecto a las clínicas de 2:1. Las infecciones subclínicas, abortivas o leves, se caracterizan por fiebre y cefalea (dolores de cabeza), y pueden pasar inadvertidas excepto durante las epidemias.


En su forma clásica, la fiebre amarilla se manifiesta con un cuadro febril de comienzo súbito, cefalea, mialgias (dolores musculares), dolor lumbosacro, anorexia (disminución del apetito), náuseas y vómitos.


Durante las primeras fases de la enfermedad, cuando el virus está presente en la sangre, se manifiesta por: postración, inyección conjuntival, enrojecimiento de cara, cuello y lengua afectando a la punta y bordes linguales, junto a bradicardia (latido cardíaco inusualmente lento) relativa. A los 2-3 días, puede aparecer un período de remisión breve de entre 6-24 horas, seguido por la reaparición de fiebre, vómitos, dolor epigástrico (parte superior del abdomen), ictericia (coloración amarilla anormal de la piel), deshidratación, hemorragias gastrointestinales, albuminuria (presencia de albúmina en la orina), hipotensión, signos de insuficiencia (fracaso funcional) renal, delirio (trastorno de las facultades intelectuales, que se traduce en una serie de pensamientos erróneos, disparatados e inaccesibles a toda crítica, que puede o no acompañarse de alteraciones de la conciencia), convulsiones y coma. En el diagnostico clínico, se debe sospechar la enfermedad ante un cuadro de fiebre, cefalea, vómitos y mialgias en los residentes de las zonas endémicas o en visitantes no inmunizados que han viajado recientemente (unas 2 semanas antes, a estas zonas).


Las pruebas complementarias demuestran: leucopenia (disminución anormal de las células blancas de la sangre), tiempo de coagulación alargado, hiperbilirrubinemia (aumento de la bilirrubina en sangre), aumento de transaminasas séricas, albuminuria (presencia de albúmina en la orina). En los casos graves puede haber hipoglucemia (niveles bajos de glucosa, azúcar, en sangre). Entre las alteraciones electrocardiográficas destacan bradicardia y cambios en el segmento ST.

El diagnóstico específico se apoya en la detección del virus o sus antígenos en sangre, durante la fase aguda o posteriormente en la determinación de anticuerpos. No existe tratamiento específico para la fiebre amarilla. Se debe mantener a los enfermos en una zona sin mosquitos, empleando mosquiteros si es necesario. El tratamiento sintomático consiste en bajar la fiebre mediante paños húmedos o paracetamol, reposición de líquidos para compensar las pérdidas por ayuno, sed, vómitos o extravasación plasmática y corrección de los desequilibrios ácido-base, aporte nutricional para combatir la hipoglucemia; se deben evitar fármacos de metabolismo hepático o tóxicos para el hígado, el riñón o el sistema nervioso central (sistema formado por el encéfalo y la médula espinal), es habitual el uso de antiácidos y antihistamínicos H2 para proteger el estómago, si se presenta insuficiencia renal puede ser necesario el uso de diálisis y los sangrados severos pueden requerir transfusiones de sangre, o plasma. Las complicaciones de la fiebre amarilla aguda consisten en hemorragia grave, insuficiencia hepática e insuficiencia renal aguda. La muerte puede ocurrir entre los días 7 y 10. El 50% de los casos graves son mortales, algunos pacientes que sobreviven a la fase aguda pueden fallecer más tarde por insuficiencia renal o lesión miocárdica.
La profilaxis se basa en evitar la picadura del mosquito empleando repelentes e insecticidas, cubriéndose el cuerpo con ropa, protegiendo las casas con mallas metálicas y destruyendo las zonas de reproducción del mosquito Aedes aegypti. Esta prevención se realiza mediante la vacuna específica; que se debe administrar al menos 10 días antes de viajar a una zona endémica. La vacunación es válida durante 10 años, aunque la inmunidad dura al menos 40 años y probablemente toda la vida. La vacuna de la fiebre amarilla no debe ser administrada a inmunodeprimidos o en pacientes bajo tratamiento con fármacos inmunodepresores, a embarazadas y a lactantes de menos de 4 meses de edad, ya que casi todas las complicaciones neurológicas se presentan en este grupo de edad. Debe evitarse la vacunación en personas con antecedentes de alergia al huevo, o como alternativa, puede realizarse una prueba cutánea para determinar si existe alergia importante que imposibilite la vacunación.

1.2 Dengue

El dengue es una enfermedad benigna, de origen vírico, que está causada por varios virus del tipo arbovirus transmitidos por artrópodos. Se caracteriza por fiebre bifásica, mialgias (dolores musculares) o artralgias (dolores en las articulaciones), exantema (erupción cutánea, de color rojizo), leucopenia (disminución anormal de las células blancas de la sangre) y linfadenopatías (inflamación de los nódulos linfáticos). Las epidemias por dengue han sido frecuentes hasta principios del siglo XX en las áreas templadas de América, Europa, Australia y Asia. En la actualidad es endémica (endemia, enfermedad generalmente infecciosa, constante en ciertos países por influencias de una causa determinada) en Asia tropical, islas del sur del Pacífico, norte de Australia, África tropical, Caribe, Centroamérica central y Suramérica. Los brotes de dengue en las áreas urbanas infectadas por Aedes aegypti pueden ser explosivos; pudiendo afectar hasta el 70-80% de la población.


Los virus que causan el dengue clásico, son transmitidos por mosquitos de la familia Stegornyia Aedes aegypti, un mosquito que pica durante el día, que en la mayoría de las áreas tropicales es de hábitat urbano y se cría en el agua almacenada en cualquier recipiente. En el sureste asiático y en el oeste africano, el dengue puede mantenerse en un ciclo en el que intervienen monos infectados por las especies de aedes, que pican tanto a los monos salvajes como al ser humano.


Los virus que causan el dengue tienen tipos antigénicos diferentes. La enfermedad se produce sobre todo en los niños mayores y en los adultos. La propagación de la epidemia se produce fundamentalmente a través de seres humanos en fase virémica (con capacidad de transmitir el virus que se está replicando en su sangre) y sigue las principales líneas del transporte urbano. En las zonas donde el dengue es endémico, los niños y los extranjeros suelen ser los únicos que enferman, ya que los adultos son inmunes.


La clínica varía según la edad y de un enfermo a otro. En los lactantes y los niños pequeños la enfermedad puede tener síntomas inespecíficos o caracterizarse por fiebre de 1 a 5 días de evolución, acompañada de inflamación faríngea, rinitis (inflamación de la mucosa nasal) y tos leve. En los niños mayores y los adultos después de un período de incubación de 1 a 7 días, aparece dolor de espalda, la fiebre de comienzo brusco, que aumenta rápidamente hasta 39-41 ºC, se acompaña de cefalea (dolor de cabeza) frontal o retro orbitaria. Durante las primeras 24-48 horas de fiebre aparece un exantema generalizado, que desaparece con la presión. Entre los días 2 a 6 de fase febril pueden producirse náuseas y vómitos, linfadenopatías generalizadas, hiperestesia (aumento de la sensibilidad) cutánea, alteraciones del gusto y anorexia (disminución del apetito). Uno o dos días después aparece un exantema máculo papuloso (manchas y elevaciones pequeñas de la piel), que se extiende a las palmas de las manos y las plantas de los pies, que desaparece en 1-5 días; pudiendo existir descamación posterior de estas zonas. En cualquier momento de la evolución pueden aparecer epistaxis (hemorragias nasales), petequias (manchas pequeñas en la piel, formadas por la salida de sangre) y lesiones purpúricas (hemorragia puntiforme bajo la piel, de color rojo vinoso), aunque son poco frecuentes. 


Ocasionalmente puede aparecer, en los niños, después de la etapa febril, astenia (debilitación del estado general) prolongada, depresión mental, bradicardia (latido cardíaco inusualmente lento) y extrasístoles (contracción suplementaria del corazón, nacida antes de tiempo que altera la sucesión regular de los latidos normales) ventriculares. A los días 3-4 de la enfermedad puede aparecer pancitopenia (disminución de las tres series celulares sanguíneas a la vez, hematíes o glóbulos rojos, leucocitos o glóbulos blancos y plaquetas); pudiendo reaparecer o persistir neutropenia (niveles anormalmente bajos de neutrófilos, un tipo de células blancas de la sangre) en la última etapa de la enfermedad e incluso continuar durante la convalecencia.


Pueden aparecer acidosis (estado metabólico en el que existen cantidades anormales de cuerpos cetónicos) moderada, hemoconcentración (concentración de la sangre caracterizada por el aumento de las proteínas, de su viscosidad y del numero de glóbulos rojos, generalmente debida a deshidratación extracelular), valores aumentados de transaminasas (enzimas de los músculos esqueléticos, cerebro, hígado, corazón y riñón) e hipoproteinemia (disminución de la tasa de proteínas de la sangre), en los casos más severos. En el electrocardiograma pueden aparecer: bradicardia sinusal, focos ventriculares ectópicos, ondas T aplanadas y prolongación del intervalo PR.


Existen, cuatro enfermedades causadas por arbovirus que tienen clínica similar al dengue, pero carecen del exantema: fiebre por garrapatas del Colorado, fiebre papataci, fiebre del valle del Rift y fiebre del río Ross. Debe utilizarse la expresión “enfermedad tipo dengue” hasta que se establezca un diagnóstico específico, puesto que los hallazgos clínicos son similares, aunque los agentes causales son diferentes. El diagnóstico etiológico (etiología es el estudio de las causas de las enfermedades) se realiza mediante serología o por aislamiento del virus en los leucocitos sanguíneos.


La sangre para los estudios comparativos virales o de anticuerpos debe obtenerse durante el período febril, preferiblemente temprano y durante la fase de convalecencia, 14-21 días después del comienzo.


Existen técnicas que permiten la identificación de los anticuerpos de fase aguda de los enfermos con infecciones dengue primaria o secundaria en muestras de suero único. Normalmente tales muestras no deben ser recogidas antes de 5 días ni después de 6 semanas del comienzo. Puede que no sea posible distinguir el virus infeccioso sólo por métodos serológicos, particularmente cuando ha habido infección previa por otro miembro del mismo grupo de arbovirus. También puede detectarse el ARN viral en la sangre o en los tejidos mediante la reacción de la polimerasa en cadena.


La profilaxis se basa en evitar la picadura del mosquito empleando repelentes e insecticidas, cubriéndose el cuerpo con ropa, protegiendo las casas con mallas metálicas y destruyendo las zonas de reproducción 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 incubación de los huevos. También pueden agregarse al agua potable agentes larvicidas, sin riesgo para la salud.


Las infecciones primarias por el virus que produce el dengue o las enfermedades tipo dengue suelen ser de curación espontánea y benignas. La hiperpirexia (elevación de la temperatura corporal por encima de lo normal) y las convulsiones febriles son junto a las pérdidas de líquidos y electrolitos, las complicaciones más frecuentes en lactantes y niños pequeños. El pronóstico puede agravarse por anticuerpos adquiridos de forma pasiva o por la infección previa por un virus muy relacionado. El tratamiento es sintomático y de sostén. Reposo en cama durante el período febril, paños fríos y antipiréticos para mantener la temperatura por debajo de 40 ºC, debe evitarse el uso de aspirina por sus efectos sobre la coagulación. Se aconseja sedación ligera o analgésicos para aliviar el dolor, así como reposición de líquidos y electrolitos para compensar las pérdidas debidas a sudor vómitos, diarrea y ayuno.2
1.3 Esteroides como antivirales
Según La Real Academia Española, el término antivírico corresponde a un medicamento, sustancia o procedimiento que se utiliza para combatir un virus. Ya refiriéndonos a su concepción dentro de la farmacología, se han clasificado los antivirales según la naturaleza del compuesto, entre dichos grupos encontramos: análogos de los nucleósidos, aminas tricíclicas (adamantanos), análogos de los pirofosfatos, inhibidores de la neuraminidasa, anticuerpos monoclonales y oligonucleótidos antisentido, interferones, entre otros; todos estos, de una u otra forma se encargan de evitar ya sea la entrada, establecimiento y reproducción o gemación del virus en los tejidos del organismo. 

Como evidencia de la propiedad antiviral de los compuestos esteroidales, en trabajos previos, donde se realizo 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 Junín (JUNV), agente etiológico de la fiebre hemorrágica argentina. Se ha evaluado también la actividad de esteroides de origen animal y de una serie de derivados obtenidos por síntesis química frente a virus patógenos para el hombre. Estos estudios proponen que la dehidroepiandrosterona (DHEA) actúa en el ciclo de replicación de virus como los de la encefalitis japonesa y el virus de la inmunodeficiencia tipo I (HIV-1).

Al estudiar la replicación del Virus de la Encefalitis Japonesa (JEV) en líneas celulares de neuroblastoma de murina (N18), se encontró que la dehidroepiandrosterona (DHEA) suprime los efectos citotóxicos y la apoptosis inducida por el virus, así como su replicación y propagación dependiente de su concentración (a partir de 50 μM)

Estudios sobre el virus de la inmunodeficiencia HIV y FIV in vitro realizados con DHEA, dexametasona o análogos 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.

Ante la presencia de los compuestos se observó una inhibición en la replicación del virus VIH-1 en líneas celulares (medida por la acumulación de la actividad transcriptasa reversa, y por la liberación del antígeno p24 las cuales disminuyen en presencia de los compuestos en cuestión) junto a una interrupción de la fusión celular estimulada por VIH-1. Del mismo modo, se demostró que la actividad antiviral (inhibición de la producción de la transcriptasa reversa) también afecta a células crónicamente infectadas por el Virus de Inmunodeficiencia Felino (FIV); al igual que en la infección con JEV, en donde no se pudo reproducir el efecto antiviral ante el sulfato de DHEA (DHEA-S).

Los estudios acerca de la acción inhibidora de DHEA en la infectividad del virus Junín (JUNV) arrojaron que no ejercía efectos en los diferentes procesos de adsorción e internalización viral; por otro lado, al examinar el efecto del agregado de DHEA o EA (50μg/ml) a distintos tiempos post-infección sobre la expresión de la proteína viral N (proteína de nucleocápside) se apreció un máximo efecto inhibitorio de los compuestos (95% de inhibición) cuando los mismos se encontraban presentes durante las primeras horas de la infección. 

Se determinó así que el agregado de los compuestos una vez transcurrida la internalización de las partículas virales (2 h post-infección) inhibe la síntesis de proteína N producida a lo largo de un único ciclo de replicación viral.3
1.4 Esteroides como antiinflamatorios

El cortisol o cortisona, que son glucocorticoides naturales, se han empleado como antiinflamatorios, y modificaciones químicas sistemáticas de la estructura de los glucocorticoides ha conducido a una serie de derivados esteroidales cuya actividad antiinflamatoria se ha potenciado, siendo la diferencia principal entre estos glucocorticoides sintéticos su potencia antiinflamatoria relativa y la duración de su efecto.1 A continuación se presenta una relación aproximada entre esteroides sintéticos y naturales como antiinflamatorios y la vida media de estas drogas en el cuerpo. (Tabla 1 y 2)

TABLA 1. Relación Potencia Antiinflamatoria – Vida Media (Naturales)
	Esteroides suprarrenocorticoides naturales
	Potencia antiinflamatoria relativa (en función del cortisol)
	Vida media biológica
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Estos estudios mencionados para los glucocorticoides naturales se pueden llevar con otro enfoque a otro tipo de esqueletos esteroidales, de forma que modificaciones conlleven a notables e impredecibles variaciones en su actividad biológica (de especial interés en su actividad antiviral), originado la motivación de esta investigación, en busca de poder establecer una relación entre estructura y actividad biológica. 

TABLA 2. Relación Potencia Antiinflamatoria – Vida Media (Sintéticos)
	Esteroides Sintéticos
	Potencia antiinflamatoria relativa (en función del cortisol)
	Vida media biológica
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1.5 Diseño de Fármacos
Plantear el diseño de fármacos que puedan ser empleados con agentes antivirales, puede ser abordada de varias formas. Inicialmente muchos fármacos fueron encontradas por casualidad, como resultados del análisis de productos aislados de fuentes naturales que fueron probados en diversos ensayos biológicos. Posteriormente, otros compuestos fueron sintetizados y examinados. En muchos casos, mediante ensayo y error, se llegó al refinamiento de estructuras con el objeto de aumentar la potencia de la droga y/o disminuir su toxicidad.4

El diseño racional de drogas especialmente creadas para enlazarse a receptores específicos es el método usado con mayor frecuencia para la obtención de compuestos con una actividad farmacológica particular y en estas últimas décadas se ha desarrollado rápidamente con los avances tecnológicos en el área de computación, que han permitido la visualización de moléculas complejas. El diseño de drogas basado en la estructura de receptores conocidos tiene como punto de partida no la droga en si misma, sino al objetivo molecular como el sitio activo de un receptor, enzima, etc. 


La capacidad de un compuesto químico para ejercer una acción farmacológica está determinada en parte por su habilidad para enlazarse de una manera complementaria e interactuar con el receptor. Esta interacción involucra sólo una parte de la molécula o farmacóforo. El proceso está acompañado por la formación de uniones químicas débiles como: puentes de hidrógeno, interacciones electrostáticas, Van der Walls, hidrofóbicas, iónicas. Podría por lo tanto proponerse que compuestos que contengan farmacóforos idénticos o similares son capaces de ejercer los mismos efectos específicos5. La búsqueda de patrones estructurales comunes o farmacóforos, que puedan estar asociadas con actividad biológica en serie de compuestos activos es una de las maneras de abordar el problema del diseño racional de drogas6,7. Para lograr esto se usa por ejemplo como herramienta la química computacional.

1.6 Androstanos
Algunas estructuras esferoidales, han sido ampliamente investigadas tanto sus propiedades físicas y químicas, además de otras, de interés para el hombre; Los androstanos, son terpenos tetracíclicos, una de las familias mas comúnmente investigadas en el ámbito de la farmacología, y de la cual haremos referencia a continuación, nombrando la clasificación de la familia, es decir, los terpenos.
Los terpenos son una amplia familia de compuestos, con gran diversidad estructural lo que dificulta resumir sus características más comunes, pues no solamente se trata de la variedad de los grupos funcionales, sino además del número de átomos de carbono que conforman los esqueletos. La unidad fundamental que define estos esqueletos contiene cinco átomos 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 átomos que conforman un terpeno es tal que pueden localizarse varias unidades consecutivas de isopreno. Sin embargo, esto no es siempre cierto por cuanto el número de átomos de carbono puede no ser un múltiplo de cinco, pues son frecuentes las reacciones de degradación, o bien suceden rearreglos esqueletales que conducen a secuencias anormales de la unidad de C5. Entre los Terpenos, se pueden agrupar de acuerdo al número 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 tetracíclicos y pentacíclicos. De los primeros hay dos series de compuestos principales que se diferencian en su estereoquímica y en la fusión de los anillos: Protostanos y Apo-eufanos. 

Entre los protéstanos se encuentran los esteroides, que es un grupo de sustancias que poseen el núcleo del ciclopentano-perhidrofenantreno, que pueden presentar o no presentar una cadena lateral en C-17, así como los metilos angulares en C-10 y C-13. Se designa como esteroides entonces a los derivados de pregnano, androstano, estrano y gonano.8  
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Androstanos

En la actualidad, una motivación para llevar a cabo la síntesis de compuestos ya conocidos o modificaciones sobre sus estructuras, es la de encontrar algún tipo de actividad biológica no ensayada anteriormente, repotenciar alguna actividad ya ensayada o en algunos casos disminuir los efectos colaterales manteniendo la actividad biológica. Considerando lo anteriormente expuesto y teniendo en cuenta que, en resultados no publicados obtenidos en el Laboratorio de productos naturales (Facultad de Ciencias) - UCV y el Laboratorio de virología (Facultad de Medicina) - UCV sobre el uso de androstanos como antivirales, específicamente   contra el dengue y la fiebre amarilla, nos hemos planteado realizar modificaciones sobre el anillo a de la estructura de un grupo de androstanos conocidos, a fin de estudiar  la influencia de los grupos funcionales sobre su comportamiento como agente antiviral. Las modificaciones posibles son las siguientes:
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La especificidad de los reactivos se deben considerar cuando se trabaja con compuestos polifuncionales, aunque existen reactivos reportados para el trabajo de esteroides. Muchos de los métodos desarrollados en los últimos años se han basado en las modificaciones sobre esteroides de origen natural, aunque todos estos métodos descritos pueden ser de gran valor en la solución de problemas en la química de síntesis general.9
2. ANTECEDENTES

En 1946 A.L. Wilds y C. Djerassi10, realizaron modificaciones en anillo A, los autores lograron sintetizar la dienona a partir del colestarona, en su procedimiento experimental formaron el 2,4 dibromo derivado por tratamiento de bromo en acido acético glacial, seguidamente se realizó un procedimiento de deshidrobromación por tratamiento con colidina.
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Esquema 1
Se encontraron con un problema en el procedimiento, debido a que el rendimiento se veía disminuido por la presencia de subproductos en la síntesis, además de la 1,4 dienona esperada se obtenía la 4,6 dienona.

Dentro de este mismo tipo de síntesis, en 1958 R. Joly y colaboradores11, dirigieron su atención para lograr la síntesis de 3-oxo-1,4-dienonas esteroides puros, donde su metodología de deshidrobromación fue llevado a cabo en un medio de carbonato de litio y la adición directa de haluros de litio. Este procedimiento se basó en una modificación de estudios anteriores de Holysz12 en 1953, donde las cetonas (-monobromadas de una serie de pregnanos, eran deshidrobromadas hasta las respectivas cetonas (,(-insaturadas por tratamiento con haluros de litio en dimetilformamida, pero bajo estas mismas condiciones la deshidrobromación de 2,4 dibromo 3-ceto esteroides, producía mezcla de productos, obteniéndose tanto el 1,4 dien-3-onas como la 4,6 dien-3-onas. 
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Esquema 2
Basados en estas experiencias, las modificaciones realizadas por R. Joly, lograron evitar estas mezclas de dienonas en la síntesis, obteniéndose selectivamente las 1,4 dien-3-onas.

En 1960 Seymour Bernstein y Ruddy Littell13 plantearon un método para lograr obtener dienonas a partir de (4-3 ceto esteroides como parte de su objetivo. Así la introducción de la (1-insaturación fue realizada por un tratamiento del material de partida con dióxido de selenio en alcohol t-butílico reportándose rendimientos muy favorables de este procedimiento.
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Esquema 3
En los procedimientos experimentales citados con anterioridad es de notar la importancia de la bromación en el anillo A. El  curso estereoquímico de este proceso está sujeto tanto al control cinético y como al control termodinámico. El punto de vista aceptado con respecto a la estereoquímica de la bromación de ciclohexanonas en general y ceto esteroides en particular, fue  el propuesto  por Corey14.  

 El producto de la bromación bajo control cinético es aquel en el cual el átomo de bromo asume la orientación axial, debido a que la superposición orbital en este estado de transición está más favorecida. Si no existe una interacción estérica seria entre el átomo de bromo axial y otro sustituyente entonces el producto cinético estará también termodinámico favorecido. En presencia de interferencias estéricas, se ve favorecido el ataque ecuatorial sobre condiciones de control cinético15. 

En recientes estudios sobre la bromación de ciertos 3-ceto esteroides, la teoría que se ha divulgado y aceptado comúnmente sobre el curso estereoquímico de estas bromaciones, no siempre puede explicar los resultados experimentales.

D. H. R, Barton y R. C, Cookson16 propusieron un mecanismo para la bromación de ciclohexanonas, donde la adición de bromo a la ciclohexanona involucra apertura diaxial de un Ion bromonio intermediario. En el caso de 3-ceto esteroides, pueden ser visualizados por los procesos en el esquema 4.
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Esquema 4
En este caso el producto final puede ser el 2(-bromo 3-cetona, acorde a la predicción de Corey.

En 1962 E.W. Warnhoff17, realizaron estudios sobre reacciones de desplazamiento, rearreglos, reducciones y eliminaciones con diferentes tipos de piridinas sobre (-halo cetonas. De principal interés en esta investigación, es la introducción de insaturaciones conjugados al carbonilo en este tipo de anillo (esqueleto esteroidal); Los autores acotaron que el curso ordinario de este tipo de reacciones de deshidrobromación, viene acompañado por reducción o rearreglos de dobles enlaces. En el caso de 2(-bromocolestan-3-ona se reportó la obtención exclusiva de la cetona Δ4-insaturada con γ-colidina.

En 1963 T. Nakano, M. Hasegawa y C. Djerassi18, considerando los conceptos de Corey con respecto al curso de las bromaciones en ciclohexanonas y ceto esteroides, prestaron atención a reacciones de este tipo, pero en 2-oxo esteroides. Realizaron experiencias, empleando equivalentes de bromo en acido acético y en presencia de acido bromhídrico. Notaron velocidades favorables de halogenación, para obtener derivados 3-bromo-2-ceto esteroides. Luego la deshidrobromación se llevó a cabo en presencia de carbonato de litio anhídrido y bromuro de litio, en dimetilformamida. Es interesante notar que el tratamiento de 3(-bromocolestan-2-ona con carbonato de litio anhídrido y bromuro de litio en dimetilformamida produjo epímeros 3(-bromo derivados, y que esta isomerización sólo ocurre cuando 3(-bromo compuestos son calentados por largo tiempo en dimetilformamida con carbonato de litio. Mientras que cuando los 3(-bromo compuestos al ser calentados con colidina, no se obtienen cantidades apreciables del epímero 3(-bromo derivado.

En 1964 T. Nakano y M. Hasegawa19, realizaron síntesis con la intensión de obtener el colestan-1,7-diona a partir de las colesterona, método hasta el momento no reporta; la síntesis consistió en una serie de pasos, donde al preparar el 7-hidroxi-colestan-3-ona es protegido, este fue bromado (22), deshidrobromado en medio alcalino (23), seguidamente puesto en condiciones para la formación de la epoxi cetona (24) para seguidamente realizar una reducción en hidracina formando así el alcohol alílico (25), el cual fue oxidado (26) he hidrogenado catalíticamente para obtener el producto deseado (27).
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Esquema 5

En este mismo orden, en 1977 D. Marcano y E. Canestrani20 presentaron su trabajo sobre el estudio de la bromación sobre D-Homo-androstanos; en estos anillos (y demás anillos de tipo esteroidal), el orden de reactividad de los carbonilos son C3 o (4-C3 > C17 > C12 > C20 > C17,21, -(OH)2 > C11 21. Basándose en esto se dieron a la tarea de realizar bromaciones en ciertas posiciones, modificando solamente las condiciones de reacción. Existen pocos métodos disponibles para introducir doble enlaces en un esqueleto esteroidal, y generalmente para preparar cetonas (,(-insaturadas es mediante de deshidrobromación de (-bromocetonas. La bromación del anillo A, del tipo 5(-H esteroides va a través de un mecanismo de enolización en el C2, y el (-epímero es formado como único producto resultado del ataque axial del bromuro a la forma enólica. Para favorecer el ataque selectivo y asegurar el producto deseado, se prepararon previamente los dienol-diacetato, de esta manera se asegura que en esta insaturación ocurra el ataque axial del bromuro. Cuando se llevo a cabo la bromación (bromo en ácido acético catalizado por ácido bromhídrico a 0ºC) de los compuestos sin acetilar se obtuvieron mezclas de productos. Sin embargo, bajo las mismas condiciones de bromación en los dienol-deacetatos fue posible sintetizar los diferentes compuestos deseados.
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Esquema 6
Otro aporte referente al proceso de síntesis mencionado, fue la importancia del solvente; el ácido acético es un buen solvente para las dicetonas, y pasada la reacción, el producto bromado posee una baja solubilidad en el ácido acético haciéndolo precipitar en el medio de reacción, previniendo una subsecuente bromación en el material de partida.

Otro tipo de modificaciones que se pueden realizar sobre el anillo A, es el cambio de la posición del grupo carbonilo.
En 1972 L. Contreras, J. M. Evans, D. Marcano22, realizaron la síntesis de D-homo-5(-androstan-3-ona a partir de la 3-cetona, esta síntesis se basó en una ruta simple en tres pasos, donde el paso importante de la síntesis es la acetilación del carbono 2 con tetracetato de plomo-trifluoruro de boro y la subsecuente inversión de posiciones entre el acetilo y el carbonilo en presencia de acetato de tetrametilamonio.





Esquema 7
En 1974 L. Contreras, J. M. Evans, D. Marcano, L. Marquez, M. Molina y L. Tempestini23 trabajaron con el fin de realizar modificaciones en el anillo A en una serie de androstanos, e investigar las propiedades de estos compuestos. Lograron sintetizar los compuestos D-homo-5(-androstan-1-ona, D-homo-5(-androstan-2-ona, D-homo-5(-androstan-4-ona a partir del D-homo-5(-androstan-3-ona; como es de acotar se logro mover el carbonilo alrededor del anillo A. 

Por ejemplo, para la obtención de la D-homo-5(-androstan-1-ona, se utilizó como material de partida el D-homo-5(-androstan-3-ona (35). Este fue tratado con bromo en ácido acético glacial, catalizado por ácido bromhídrico. De esta forma se obtuvo el producto 2(-bromado, luego por tratamiento con carbonato de litio-bromuro de litio en dimetilformamida se obtuvo el derivado 3-ceto (,(-insaturado (36). En medio básico y peroxido de hidrogeno se formo el ceto epóxido (37). Seguidamente calentamiento en hidrato de hidracina se sintetizó el derivado 1-hidroxi (,(-insaturado (38), una oxidación con el reactivo de Jones genero el derivado 1-ceto (,(-insaturado (39), por último una hidrogenación con el catalizador de Adams generó el producto deseado (40).
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Esquema 8
Para obtener el D-homo-5(-androstan-4-ona, se trató el 3(-hidroxi-D-homoandrostan-5-ene (41) (se puede partir del Dehidroisoandrosterona) disuelto en tolueno seco y empleando un aparato de Dean-Stark con isopropóxido de aluminio, esto provoca la oxidación formando la cetona (,(-insaturada (43), fue protegió el carbonilo con ditioetilenglicol formando de tiocetal (44), tratamiento con amiduro de sodio (NH2Na) y amoniaco líquido, genera el alqueno cíclico (45), el tratamiento con hidroboración generó el alcohol (46) y seguidamente un oxidación genero la cetona requerida (47). (Esquema 9)
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Esquema 9
3. OBJETIVOS


Este Trabajo Especial de Grado forma parte de un proyecto de investigación que se lleva a cabo entre los Laboratorios de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias - UCV, Laboratorio de Fisicoquímica Orgánica  de la Facultad de Ciencias - UCV y el Laboratorio de virológica de la Facultad de Medicina - UCV. Los objetivos de este proyecto interdisciplinario incluyen síntesis de derivados de androstanos, modelaje molecular de los compuestos sintetizados y su estudio como antivirales.


En lo que compete a este Trabajo Especial de Grado los objetivos planteados son:
3.1 Modificaciones estructurales sobre el anillo A de un grupo de Androstanos.
3.2 Caracterización e identificación mediante métodos espectroscópicos de los compuestos sintetizados
3.3 Crear una base de compuestos que permitan realizar un estudio de modelaje molecular y actividad antiviral.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS


Sintetizar los siguientes compuestos:

4.1 Síntesis del 17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona (53).
4.2 Síntesis del 17β-hidroxi-5α-androstan-1-en-3-ona (55).
4.3 Síntesis del 17β-hidroxi-5α-androstan-1,4-dien-3-ona (57).
4.4 Síntesis de 17β-hidroxi-5α-androstan-4-ona (63).
4.5 Síntesis del 17β-hidroxi-5α-androstan-2-en-4-ona (65).

5. PARTE EXPERIMENTAL


5.1 Preparación de 5α-Androstan-3,17-ona (49) – Primer procedimiento


A una solución de 3β-Hidroxi-5α-androstan-17-ona (48)  (Trans-Androsterona) (1,51 ± 0.01g; 5,20mmol) en 25 mL de acido acético, se le adicionó una solución de CrO3 (0,39 ± 0,01g; 3,90mmol) en 15 mL de agua. La mezcla se dejó reaccionar durante veinticuatro (24) horas a temperatura ambiente (relación molar reactante / reactivo es aproximadamente 3:2) La mezcla se tornó de un color verdoso por la aparición de productos de la oxidación del reactivo. Se realizaron extracciones de la mezcla de reacción en  diclorometano. La capa orgánica fue separada y lavada con una solución salina y luego agua, secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada a presión reducida. El producto se purificó mediante cromatografía de columna usando sílica gel como fase estacionaria y acetato de etilo como solvente. La recristalización del producto se realizó mediante una mezcla de agua-metanol. Finalmente, se obtuvo (0,870 ± 0,001)g de 5α-Androstan-3,17-ona, P.F.130-133 °C . Rendimiento 58,02%

5.2 Preparación de 5α-Androstan-3,17-ona (49) – Segundo procedimiento


A una solución de 3β-Hidroxi-5α-androstan-17-ona (48) (Trans-Androsterona) (1,50 ± 0,01g; 5,20mmol) en 30mL de piridina, se le adicionó una mezcla de (1,59 ± 0.01g; 15,90mmol) CrO3 en 7mL de piridina (relación reactante / reactivo aproximadamente de 2:6)  La mezcla se mantuvo con agitación durante 24 horas, hasta la aparición de una coloración verdosa. Posteriormente la mezcla de reacción fue tratada durante una (1) hora con una solución de bisulfito de sodio para descomponer el exceso de  CrO3. Luego la mezcla de reacción se extrajo en diclorometano, la capa orgánica se lavó con agua y con una solución de HCl 5%, para remover el exceso de piridina. La capa orgánica fue secada y el solvente evaporado a presión reducida, el producto fue purificado por cromatografía de columna. Se obtuvo (0,750 ± 0,001)g de 5α-Androstan-3,17-ona como un sólido blanco, P.F 129-131 ºC. Rendimiento 50,02 %

5.3 Preparación de 5α-Androstan-3,17-ona (49) – Tercer procedimiento


A una solución de 3β-Hidroxi-androstan-17-ona (48) (Trans-Androsterona) (2,000 ± 0.001g; 6,88mmol) en 25 mL de acetona, se adicionó 50mL de reactivo de Jones preparado de la forma convencional31 (13.66g de CrO3 en 20mL de agua, se añadió 11,5 mL de H2SO4 98% poco a poco con enfriamiento, luego la solución a temperatura ambiente, se llevó a un volumen de 50mL); este reactivo fue añadido gota a gota, durante el transcurso de 1 hora. El curso de la reacción fue seguido por TLC. Finalizada la reacción la capa orgánica fue lavada solución salina y agua, fue secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada a presión reducida. Se obtuvo un sólido blanco, el cual fue recristalizado en una mezcla metanol-agua, dando (1,219 ± 0,001)g de 5α-Androstan-3,17-ona, P.F 131 – 133 ºC. Rendimiento 81,29 %

5.4 Preparación del 3,3-dimetoxi-5α-androstan-17-ona (50`). Primer procedimiento

A 0,780 ± 0,001g; 2,70mmol de la diona (49), disuelta en 10 mL de metanol, se añadió 0,014 ± 0,001g; 0,080mmol de acido p-toluensulfónico monohidratado. La mezcla fue calentada a reflujo por 15 minutos. Posteriormente, se destiló el metanol y el residuo fue disuelto el diclorometano, lavado con solución salina, hidróxido de sodio 5%, agua, secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporado el solvente a presión reducida. No se formó el producto esperado 3,3 dimetoxi-5α-androstan-17-ona.

5.5 Preparación del 3,3-dimetoxi-5α-androstan-17-ona (50´). Segundo procedimiento


Se emplearon 0.500 ± 0,001g; 1.73mmol de la diona (49), que fueron disueltos en 15mL de tolueno. Esta solución fue calentada a reflujo, con una trampa de agua, con aproximadamente 0,1g de Acido p-toluensulfónico seco. Se mantuvo el reflujo durante dos (2) horas. La reacción fue seguida por TLC. El residuo es disuelto en diclorometano, lavada con solución salina, hidróxido de sodio al 5% y agua, la capa orgánica fue secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporado el solvente a presión reducida. No se formó el producto esperado 3,3-dimetoxi-5α-androstan-17-ona

5.6 Preparación del 3,3-etilendioxi-5α-androstan-17-ona (50).

Se tomaron 1,217 ± 0,001g; 4,22mmol de la diona (49) preparada mediante reactivo de Jones, éstos fueron disueltos en 40mL de tolueno, se colocó en agitación constante y reflujo en una aparato de Dean-Stark, con aproximadamente 0,1g de Acido p-toluensulfónico seco y 2,0 ± 0.1mL; 35,77mmol de etilenglicol. Se mantuvo el reflujo durante dos (2) horas apreciándose el agua que era arrastrada por el tolueno. El residuo fue disuelto en diclorometano. Se realizaron lavados con solución salina,  hidróxido de sodio al 5% y agua, la capa orgánica fue secada con sulfato de magnesio anhídrido y el solvente evaporado a presión reducida. La purificación del producto se llevó a cabo mediante cromatográfica de columna por un gradiente de polaridad hexano-diclorometano. Se obtuvo 0,778 ± 0,001g de  3,3-etilendioxi-5α-androstan-17-ona (50). Rendimiento 55,46 %.

5.7 Preparación del 3,3-etilendioxi-17β-hidroxi-androstano (52)

Se emplearon 0,578 ± 0,001g; 1,74mmol del compuesto protegido (50), éstos fueron disueltos en 15mL de metanol seco, se añadieron gota a gota 0,216 ± 0,001g; 5,71mmol de Borohidruro de sodio (relación reactante / reactivo 1:100) disueltos en 10mL de metanol y 2mL de agua. Luego de un tiempo se observó la generación de vapores, en todo momento se mantuvo la reacción a temperatura ambiente con agitación. Terminado el goteo se mantuvo la reacción por un periodo de una (1) hora; pasado este tiempo, se disolvió la mezcla en agua y se realizaron extracciones con CH2Cl2, las capas orgánicas fueron unidas, secadas con sulfato de magnesio anhídrido y evaporadas a presión reducida para dar 0,294 ± 0,001g de un producto blanco cristalino de 3,3-etilendioxi-17β-hidroxi-androstano (52). Rendimiento 50,56 %.

5.8 Preparación del 17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona (53)


El hidroxi ciclocetal (52) (0,286 ± 0,001g; 0,86mmol), fue disuelto en  25 mL de diclorometano y agitado constantemente a reflujo con 25 mL de de ácido clorhídrico 2M por dos (2) horas. La capa orgánica es separada, lavada con agua, secada con carbonato de sodio anhídrido y evaporado el solvente a presión reducida para obtener el producto crudo. La purificación se llevó a cabo mediante cromatográfica de columna con una mezcla de hexano / diclorometano 4:6 para dar 0,250 ± 0,001g de 17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona. P.F 176-179 ºC. Rendimiento 96,64 %.

5.9 Preparación del 3ξ-bromo-17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona (54)


La hidroxi cetona (53) (0,158 ± 0,001g; 0,54mmol) fue disuelta en ácido acético glacial (5mL), se adicionaron dos gotas de ácido bromhídrico 6,8M, y una solución (2 mL, 1M) de bromo en ácido acético, gota a gota con agitación a temperatura ambiente por aproximadamente de una (1) hora. Como no apareció precipitado después de la síntesis, se procedió a disolver la mezcla de reacción en acetato de etilo, y se realizaron lavados con solución salina, para después separar las capas. La capa orgánica fue secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada para obtener el producto crudo como un aceite de color marrón. Se obtuvo 0,133 ± 0,001g de 3ξ-bromo-17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona (VI). Rendimiento 66,20 %.

5.10 Preparación del 17β-hidroxi-5α-androstan-1-en-3-ona (55). Primer procedimiento

A la bromo hidroxi cetona (54), (0.050 ± 0,001g; 0,14mmol), le fue añadida porciones pequeñas de carbonato de calcio (0,218 ± 0,001g; 2,17mmol) en dimetilformamida (DMF) (5mL) a ebullición durante 3 minutos. Se mantuvo a reflujo por 30 minutos. La mezcla fue disuelta en acetato de etilo, y seguidamente lavada con acido clorhídrico 10% y agua. El acetato de etilo fue secado y evaporado a presión reducida para dar un producto color marrón. Sin embargo por TLC, todo indica que se trata del material de partida.


5.11 Preparación del 17β-hidroxi-5α-androstan-1-en-3-ona (55). Segundo procedimiento


A la bromo hidroxi cetona (54), (0.050 ± 0,001g; 0,14mmol), recuperada del intento de eliminación en carbonato de calcio, le fue añadida porciones pequeñas de carbonato de litio (0,190 ± 0,001g; 2,84mmol) en dimetilformamida (DMF) (4mL) a ebullición durante 3 minutos, y se mantuvo a reflujo por una (1) hora. La mezcla fue disuelta en acetato de etilo, y seguidamente lavada con acido clorhídrico 10% y agua. El acetato de etilo fue secado y evaporado a presión reducida para dar un producto color marrón. Un análisis por TLC revela que se trata del material de partida.

5.12 Preparación del 17β-hidroxi-5α-androstan-1-en-3-ona (55). Tercer procedimiento


Se tomaron 0,089 ± 0,001g; 0,24mmol del producto bromado (54), que fueron disueltos en 4mL aproximadamente de 2,4,6-colidina, mantenida la mezcla a reflujo con agitación constante por alrededor de tres (3) horas. Se observó la presencia de un precipitado correspondiente a la sal de bromuro de colidina, por lo que transcurrido el tiempo necesario se filtró. La solución se diluyó en diclorometano, para luego realizar lavados con ácido clorhídrico 5% y agua. La capa orgánica fue separada, secada y evaporada a presión reducida para obtener un producto crudo de 17β-hidroxi-5α-androstan-1-en-3-ona. Rendimiento 76,83 %.

5.13 Preparación del 2ξ,4ξ-dibromo-17β-hidroxi -5α-androstan-3-ona (56)


La hidroxi cetona (53) (0,309 ± 0,001g; 1,06mmol), fue disuelta en ácido acético glacial (5mL) que contenía cantidades catalíticas de ácido bromhídrico (6,8N en ácido acético), 28mL de solución de bromo en ácido acético 1M, fue añadido en un periodo de 5 minutos a temperatura ambiente gota a gota. La solución fue agitada por 30 minutos, se añadió agua y se extrae con diclorometano. La capa orgánica fue lavada con bicarbonato de sodio acuoso y agua, secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada a presión reducida para obtener un producto crudo de color marrón. Rendimiento 49,71 %.

5.14 Preparación del 17β-hidroxi-5α-androstan-1,4-dien-3-ona (57).


Se tomaron 0,095 ± 0,001g; 0,21mmol del producto dibromado (56), éstos fueron disueltos en 5mL aproximadamente de 2,4,6-colidina. La mezcla se mantuvo en  reflujo con agitación constante por alrededor de tres (3) horas. Una vez que apareció la sal de bromuro de colidina se detuvo la reacción. La sal fue filtrada. La mezcla de reacción se extrajo con diclorometano, se lavó con ácido clorhídrico 5% y agua. La capa orgánica fue secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada a presión reducida para obtener el producto crudo de 17β-hidroxi-5α-androstan-1,4-dien-3-ona. Rendimiento 52,75%

5.15 Preparación del 17β-Hidroxi-androst-4-eno (59). Reducción de Wolff-Kishner.

Para la Wolff-Kishner se emplearon las siguientes condiciones: el material de partida (58) (1,000 ± 0,001g; 3,03mmol) fue disuelto en metanol, al cual se le añadió una solución de hidrato de hidracina (18mL al 90%). La mezcla se mantuvo con  agitación constante y reflujo por alrededor de dos (2) horas. Pasado este tiempo, se añadió una solución de NaOH al 5%, manteniendo el calentamiento por una (1) hora, esperando que la hidrazona formada en el paso inicial sea descompuesta y de esta manera remover el carbonilo. La mezcla, pasado el tiempo correspondiente, fue disuelta en diclorometano y lavada con agua. La capa orgánica fue separada y secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada a presión reducida para obtener el producto de color marrón aceitoso. Se purificó por una columna de sílica gel con un gradiente de polaridad de mezclas hexano/metano/diclorometano, recuperándose 0,735 ± 0,001g del posible producto (60). Rendimiento 121,09 %

5.16 Preparación del 17β-Hidroxi-androst-4-eno (59). Reducción de Huang-Minlon.

El método de Huang-Minlon, es una variación de la Wolff-Kishner,  en lugar de emplear metanol se utiliza etilenglicol o dietilenglicol. En el procedimiento, se emplearon (1,048 ± 0,001g; 3,17mmol) de testosterona (58) que fueron disueltos en 15mL de etilenglicol, se añadió 18mL de hidrato de hidracina al 90% y transcurridas alrededor de dos (2) horas, se colocaron granallas de NaOH (2,626 ± 0,001g; 65,66mmol) por un período de una (1) hora. El producto se extrajo con diclorometano, se realizaron lavados con solución de HCl 10% y agua. Posteriormente, fue separada la capa orgánica, secada y evaporada para obtener un producto aceitoso marrón. Un TLC de la mezcla reveló que era muy compleja. Debido a las  condiciones básicas tan severas, se asumió que era necesario acetilar nuevamente el –OH en C-17. Se empleó un procedimiento de acetilación en anhídrido acético en piridina por veinticuatro (24) horas (producto 60). Obteniéndose (1,007 ± 0,001g) de producto crudo. Rendimiento 89,11 %.

5.17 Preparación del 17β-Acetoxi-4ξ-Hidroxi-androstano (61).


Se colocó 1,002 ± 0,001g; 3,61mmol de 17β-Acetoxi-androst-4-eno (60) diluido en tetrahidrofurano (THF-10mL) en un balón de dos bocas. Luego una solución de NaBH4 (0,036 ± 0,001g; 0,95mmol) en THF fue agregada al balón, y mediante un embudo de adición fue añadido gota a gota (1,0 ± 0,1mL; 10,99mmol) de Eterato de trifluoroborano (BF3.OEt) en THF. La mezcla fue agitada y controlada su temperatura mediante un baño de agua-hielo, aparte de controlar la ventilación de la misma para evitar explosiones espontáneas. Terminado el goteo y un periodo de 1 hora, se añadió una solución de peróxido de hidrógeno 30% gota a gota para descomponer los complejos de boro formados, manteniendo este proceso con agitación por una (1) hora. Luego para la hidrólisis final se mantuvo la mezcla en agitación constante con una solución de NaOH 5%. El THF es destilado de la mezcla, y el residuo es diluido en diclorometano, para luego de una serie de lavados con solución salina y agua, se separa la capa orgánica, la cual es secada con sulfato de magnesio anhídrido y evapora a presión reducida para recolectar un aceite, que fue purificarlo por columna cromatográfica con acetato de etilo. Recolectando 0,630 ± 0,001g de 17β-Acetoxi-4ξ-Hidroxi-androstano. Rendimiento 51,59 %.

5.18 Preparación del 17β- Acetoxi-androst-4-ona (62).


17β-Acetoxi-4ξ-Hidroxi-androstano (610,200 ± 0,001g; 0,59mmol de) fue disuelto en acetona, con agitación constante sobre una baño de agua – hielo. Se goteó lentamente el reactivo de Jones hasta la aparición del color del reactivo y desaparición de la coloraron verdosa inicial. El producto aceitoso obtenido fue purificado mediante cromatográfica de columna con acetato de etilo, obteniéndose 0,181 ± 0,001g. Rendimiento 91,05 %.

5.19 Preparación del 17β- Hidroxi-androst-4-ona (63).


Se hidrolizaron 0,091 ± 0,001g; 0,27mmol de la acetoxi cetona (62) disuelta en diclorometano, con una solución de HCl al 10%.  Transcurrido una (1) hora, se separó la capa orgánica, se secó con sulfato de magnesio anhídrido y el solvente fue evaporado a presión reducida. La purificación del producto se realizó mediante una placa preparativa, empleando sílica gel como fase estacionaria y acetato de etilo como eluyente para obtener (0,057 ± 0,001g) de 17β- Hidroxi-androst-4-ona (63) como un aceite. Rendimiento 71,70g.

5.20 Preparación del 3ξ-Bromo-17β-hidroxi-androst-4-ona (64).


A la hidroxi cetona (63) (0,210 ± 0,001g; 0,72mmol) disuelta en ácido acético glacial (5mL) con dos gotas de ácido bromhídrico 6,8M, se le adicionó una solución (2 mL, 1M) de bromo en ácido acético, gota a gota con agitación a temperatura ambiente por alrededor de una (1) hora. Luego se procedió a disolver la mezcla de reacción en acetato de etilo. Se realizaron lavados con solución salina y agua, para después separar las capas. La capa orgánica fue secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada a presión reducida. Se obtuvo el producto crudo aceitoso de color marrón. Obteniéndose 0,133 ± 0,001g de 3ξ-bromo-17β-hidroxi-5α-androstan-4-ona (VI). Rendimiento 49,80 %.

5.21 Preparación del 17β-hidroxi-androst-2-en-4-ona (65).


Se tomaron 0,101 ± 0,001g; 0,24mmol del producto bromado (64), disueltos en 4mL aproximadamente de 2,4,6-colidina. La mezcla se reflujó con agitación constante por alrededor de tres (3) horas, después de lo cual se observó un precipitado correspondiente al bromuro de colidina. La sal fue filtrada y la solución se diluyó en diclorometano, se lavó con HCl al 5% y agua. La capa orgánica fue secada con sulfato de magnesio anhídrido y evaporada a presión reducida para obtener 0,061 ± 0,001g 17β-hidroxi-5α-androstan-1-en-3-ona (65). Rendimiento 78,11 %.
6. DISCUSIÓN Y RESULTADOS
6.1 Síntesis del 17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona (53).


6.1.1 Síntesis del Androstan- 3,17-diona (49).
Para la preparación de la diona (49) y la formación del carbonilo en posición 3, se realizaron tres métodos diferentes de oxidación, partiendo de la trans-androsterona (48) (3β-hidroxi-androstan-17-ona), estos métodos son:

	Método
	Tiempo de Reacción
	Rendimiento

	Reactivo de Anhídrido Crómico (CrO3) en Acido Acético
	24 horas
	58,02%

	Reactivo de Sarrett o  Anhídrido Crómico (CrO3) en Piridina
	24 horas
	50,02%

	Reactivo de Jones o Anhídrido Crómico (CrO3), Acetona y Acido Sulfúrico
	1 hora
	81,29%


Tabla 3. Relación entre métodos de Oxidación
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Esquema 10

La diferencia en los tres procedimientos se fundamenta en el rendimiento, factibilidad de los mismos en la síntesis, así como su poder de oxidación. Se sabe que la acidez del medio es un factor fundamental en los equilibrios ácido-base que sufre el reactivo, donde diversas especies (con valencias +3, +4, +5 y +6) de cromo intervienen en el proceso de oxidación30. A una mayor concentración del ácido, mayor la cantidad de especies (como monómeros y dímeros), lo que incrementa el poder oxidativo y por ende el tiempo de reacción disminuye. Esto se refleja en los tiempos de reacción empleados en cada procedimiento (observado en la tabla 3), la influencia del ácido sulfúrico empleado en el caso del Reactivo de Jones es tal, que el número de especies oxidantes se incrementan en gran medida con respecto a los otros procedimientos, provocando que el tiempo de reacción sea apenas de una (1) hora o menos. La complejidad de la mezcla de reacción se encuentra entre las causas que afectan el rendimiento ya que los procesos de extracción y purificación causan pérdidas del producto que se desea obtener. El espectro de IR (Espectro N° 2, KBr), mostró dos bandas agudas intensa centradas en 2933 cm-1 y 2852 cm-1 respectivamente correspondiente a la vibración de tensión del enlace C-H sp3; En 1738 cm-1 y 1715 cm-1 se aprecian dos bandas agudas e intensa, correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces tipo carbonilo (C=O) en C-17 y C-3; en 1434 cm-1 se observa una banda aguda de mediana intensidad correspondiente a vibraciones de tensión asimétrica deformativa de enlaces –CH3; en 1050 cm-1 aparece una señal aguda de mediana intensidad asignable a vibraciones esquelétales de enlaces –CH3 .

El espectro de RMN 1H (Espectro N° 3, CDCl3) presenta una serie de multipletes cuyas señales son de difícil asignación por la estructura. Sin embargo, se pueden observar un singlete centrado en 0,85 ppm y otro en 1,01 ppm; ambas señales atribuibles a los protones metílicos localizados en los carbonos 18 y 19 respectivamente.

El espectro de RMN C13 (Espectro N° 4, CDCl3), mostró una serie de señales que fueron asignadas utilizando como referencia los valores reportados23, 24, 25, 26, 29, 33.
	Tabla 4: Datos Espectroscópicos RMN (Espectro Nº 4)

	Señal δ (ppm)
	Reportadas
	Asignación

	220,9067
	220,4
	C-17

	211,5825
	211,8
	C-3

	53,8637
	53,9
	C-9

	51,2127
	49,2
	C-14

	47,7121
	47,7
	C-13

	46,5836
	46,3
	C-5

	44,5664
	44,5
	C-4

	38,4193
	38,5
	C-1

	38,0543
	38,0
	C-2

	35,7936
	35,7
	C-16

	34,936
	35,1
	C-8

	31,4652
	30,4
	C-10

	30,5145
	31,7
	C-7

	28,5957
	31,0
	C-12

	21,7652
	21,7
	C-15

	20,6889
	20,4
	C-11

	13,7856
	13,8
	C-18

	11,4424
	12,2
	C-19




6.1.2 Síntesis Protección del Carbonilo 3. 3,3-dimetoxi-androstan-17-ona y 3,3-etilendioxi-androstan-17-ona (50).


La protección del carbonilo en C-3 en el anillo A de manera selectiva, es posible debido a su mayor reactividad frente al carbonilo C-17. Se emplearon tres métodos diferentes, con el fin de lograr la formación del cetal esperado. Estas condiciones fueron:
· Metanol seco y Ácido p-toluensulfónico 

· Metanol, Ácido p-toluensulfónico y Tolueno.

· Etilenglicol, Ácido p-toluensulfónico y Tolueno
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Esquema 11
Los procedimientos arrojaron resultados positivos y negativos con respecto a la protección del carbonilo 3, las condiciones empleadas inicialmente, metanol y ácido p-toluensulfónico (procedimiento 1), no dieron los resultados esperados reflejados en los espectros de IR, donde se mantienen las señales atribuibles a los carbonilos del producto (49), probablemente debido a la posibilidad de que el metanol empleado se encontrara húmedo o que el tiempo de reacción no fuera el suficiente, por lo que el metanol fue secado y realizada la síntesis en tolueno con un equipo Dean-Stark (procedimiento 2) Una vez finalizada la reacción,  el producto fue tratado con  NaBH4 en metanol, para reducir el carbonilo en C-17, sin embargo, al analizar el producto por IR, RMN de protones y carbono, y contrariamente a lo que se esperaba, se obtuvo el diol (51) Lo que nos llevó a concluir que la protección del carbonilo en C-3 no se había llevado a cabo.
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Esquema 12

El espectro de IR (Espectro N° 5, KBr) presenta unas señales anchas e intensas en 3473 cm-1, 3386 cm-1 correspondientes a vibraciones de tensión de enlaces alcohólicos tipo –OH; en 2929 cm-1 (y cercanas a ella) señal aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces C-Hsp3; centrada en 1444 cm-1 señal aguda de poca intensidad asignable a vibraciones esquelétales de enlaces –CH2-; en 1072 cm-1 señal desdoblada de mediana intensidad correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces C-O. 
El espectro de RMN H1 (Espectro N° 6, CDCl3), sólo consideramos las señales de mayor importancia, entre las que encontramos un multiplete centrado en 3,60ppm, el cual podría asignarse a los protones en C-3 y C-17; un singlete en 3,17 ppm  y otro en 3,12 asignados a los protones hidroxílicos que se encuentran en la posición 3, así como y en la posición 17; en 1,16 ppm, 0,78 ppm y 0,71ppm singletes correspondientes a los metilos axiales en 19 y 18 respectivamente.

El espectro de RMN C13 (Espectro N° 7, CDCl3), presenta las siguientes señales:  

	Tabla 5: Datos Espectroscópicos RMN (Espectro Nº 7)

	Señal δ (ppm)
	Reportadas
	Asignación

	81,9682
	79,9
	C-17 – OH

	71,2853
	71,3
	C-3 – OH

	54,4747
	54,1
	C-9

	51,0105
	50,1
	C-14

	44,911
	44,4
	C-5

	42,9805
	39,0
	C-13

	38,1794
	38,2
	C-4

	37,0225
	37,4
	C-1

	36,7387
	36,9
	C-12

	35,5619
	35,7
	C-10

	35,5409
	35,0
	C-8

	31,6126
	31,6
	C-2

	31,5029
	31,6
	C-7

	30,5339
	28,7
	C-15

	28,5617
	28,7
	C-6

	23,3776
	23,2
	C-16

	20,8204
	20,3
	C-11

	12,3333
	12,4
	C-19

	11,1201
	11,0
	C-18


Por los resultados anteriores fue necesario emplear un tercer método, para la protección del carbonilo en C-3. En el espectro de IR (Espectro N° 8,  KBr y solución de cloroformo) se observan señales agudas e intensas en 2938 cm-1 y 2881 cm -1 correspondientes a vibraciones de tensión de enlaces C-H sp3. Centrada en 1738 cm-1 una señal aguda e intensa, asignable a una vibración de tensión de un enlace carbonílico (C=O) en C-17; Una señal aguda de mediana intensidad centrada en 1199 cm-1 correspondiente a un vibración de tensión de un enlace C−O−C y en 947 cm-1 una señal aguda de mediana intensidad atribuible a vibraciones de tensión características de ciclocetales. Lo más destacable de estas señales es la desaparición de una señal en 1715 cm-1, asignada al carbonilo en C-3, dado que cuya señal no coincide con el carbonilo en 1738 cm-1 del espectro del material de partida, además de ser la señal que apareció luego de la oxidación del mismo.
6.1.3 Síntesis del 3,3-etilendioxi-17β-hidroxi-androstano (52).

Para la preparación del hidroxi ciclocetal (52), se tomó el como material de partida el ciclocetal (50), el cual fue reducido con Borohidruro de Sodio (NaBH4) en metanol.
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Esquema 13

El espectro al IR (Espectro N° 9, KBr), presentó una señal intensa y aguda centrada en 3409 cm-1 correspondiente a vibraciones de tensión de un enlace del tipo –OH; señales agudas e intensa centradas entre 2943 cm-1 y 2867 cm-1 asignadas a vibraciones de tensión de enlaces C-H sp3 de la estructura esteroidal, en 1448 cm-1 y próximas a ésta, señales agudas de poca a mediana intensidad correspondientes a vibraciones esquelétales de enlaces del tipo –CH2-; en 1100 cm-1 y 1080cm-1, señales agudas e intensas correspondientes a vibraciones de tensión de un enlace C−O−C y en 947 cm-1 una señal aguda de mediana intensidad atribuible a vibraciones de tensión característica de ciclocetales. El espectro de IR indica aspectos importantes para esta etapa de la síntesis. La desaparición de señales atribuibles al carbonilo, nos permite asegurar que en C-17 se encuentra un alcohol. Por otro lado, se aprecian señales atribuibles a estructuras tipo cetales.


6.1.4 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-3-ona (53).


El hidroxi ciclocetal (52), se desprotegió en medio ácido y calor, de manera de obtener el producto (53) deseado.
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Esquema 14

 El espectro de IR (Espectro N° 10, tomado en pastilla de KBr), presenta una señal ancha e intensa centrada en 3410 cm-1 correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces tipo –OH; centrada en 2921 cm-1 así como en 2847cm-1 encontramos señales agudas e intensas correspondientes a vibraciones de tensión debido a enlaces C-Hsp3; de importancia a 1708 cm-1 aparece una señal aguda e intensa referente a vibraciones de tensión de carbonilo (C=O); en 1446 cm-1 una señal agudas de mediana intensidad correspondientes a vibraciones esquelétales de enlaces del tipo –CH2-; en 1100 cm-1 señal desdoblada de mediana intensidad correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces C-O.

El espectro RMN H1 (Espectro N° 11, CDCl3), indica que se trata de una mezcla del producto deseado y del material de partida. Sin embargo, hay señales que pueden atribuirse a la hidroxicetona 53. Entre estas señales encontramos una singlete centrado en 3,95 ppm, atribuible al protón en C-17. Al comparar su desplazamiento químico con la señal de un compuesto conocido24, como la testosterona, se infiere una orientación β del grupo hidroxilo. Además, el control de aproximación estérica provocado por el metilo 18 axial conlleva seguramente a la producción de este isómero en mayor proporción. En 1,04 ppm 0,84 ppm 0,77 ppm y 0,74 ppm, se observan  singletes que podrían asignarse a los metilos. 

El espectro de RMN C13 (Espectro N° 12, CDCl3), notamos señal en 212,12 ppm asignable al carbonilo en C-3, así como en 109,35 ppm una señal correspondiente a un carbono con un grupo cetal, lo que indica, nuevamente, la presencia de un mezcla entre el producto 52 y la hidroxi cetona 53. En 81,90 ppm una señal correspondiente a un carbono unido a un grupo –OH, asignable a C-17 y (demás señales esqueletales en tabla 6)
	Tabla 6: Datos Espectroscópicos RMN (Espectro Nº 12)

	Señal δ (ppm)
	Reportadas
	Asignación

	212,115
	211,2
	C-3

	81,9044
	80,0
	C-17

	54,1374
	54,9
	C-9

	50,9934
	51,6
	C-14

	44,6608
	47,7
	C-13

	43,7182
	47,0
	C-5

	42,9747
	44,7
	C-4

	37,0194
	38,5
	C-1

	37,9341
	38,1
	C-2

	36,7386
	36,1
	C-10

	35,5036
	35,5
	C-8

	30,4855
	30,8
	C-7

	28,7788
	28,7
	C-15

	28,4115
	29,1
	C-6 

	23,3729
	20,8
	C-11

	21,0173
	17,5
	C-16

	12,3279
	12,4
	C-19

	11,4097
	11,5
	C-18  



6.2 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-1-en-3-ona (55).



6.2.1 Síntesis del 2ξ-Bromo-17β-hidroxi-androst-3-ona (54).


Para la preparación del compuesto bromado, se sometió la hidroxi cetona 53 a condiciones de bromación: bromo en acido acético y acido bromhídrico en cantidades molares, para obtener el producto (54).
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Esquema 15

El espectro de IR (Espectro N° 13, placa de NaCl) mostró una señal en 3598 cm-1 y 3465 cm-1 ambas agudas y mediana intensidad las cuales pueden ser atribuibles vibraciones de tensión de grupos hidroxílicos; señales agudas e intensas en 2828 cm-1 y 2852 cm-1 correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces carbono hidrogeno del tipo CHsp3. En 1730 cm-1 señal intensa y aguda asignable a vibraciones de tensión del grupo carbonilo; entre 1447 cm-1 y 1405 cm-1 una serie de señales agudas y de mediana intensidad correspondientes a vibraciones deformativas de enlaces tipo –CH2- y –CH3 simétricas y asimétricas. En 1244 cm-1 señal aguda de mediana intensidad correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces simples carbono-oxigeno. Todas estas señales son comunes en las cadenas esteroidales antes vistas, sin embargo, es de apreciar que la banda asignada al grupo carbonilo fue desplazada, probablemente por la introducción del bromo en la posición ecuatorial. Aunque por sólo poseer un espectro de IR se hace imposible asegurar que posición fue bromada, de acuerdo a los resultados publicados10, bajo las condiciones de reacción empleadas se presume que se trate del compuesto (54)


6.2.2 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-1-en-3-ona (55).


Para el proceso de eliminación del compuesto bromado 54 se ensayaron tres procedimientos diferentes, en busca del método más efectivo para la obtención de la cetona α,β-insaturada (55). Las condiciones de reacción fueron las siguientes:

· Carbonato de calcio en dimetilformamida a reflujo
· Carbonato de litio en dimetilformamida a reflujo.

· 2,4,6-Colidina a reflujo.
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Esquema 16
Los dos primeros procesos de eliminación fueron considerados como modificaciones a condiciones conocidas de eliminación para la introducción de instauraciones en ciclo cetonas bromadas, y un último proceso convencional de eliminación mediante una base altamente impedida. Las reacciones de eliminación fueron seguidas mediante cromatografía de capa fina y trascurridos los periodos de reacción, se evidenció que los procedimientos de eliminación con carbonato de calcio y carbonato de litio, fueron ineficaces.


El espectro de IR (Espectro N° 14, NaCl), correspondiente a la eliminación promovida por la colidina, presentó en 3444 cm-1 una señal ancha y poco intensa correspondiente a vibraciones de tensión del grupo alcohólico (-OH); señales agudas y de mediana intensidad entre 2937 cm-1 y 2853 cm-1 correspondientes a vibraciones de tensión de enlaces tipo CHsp3. En 1733 cm-1 señal aguda e intensa asignable a vibraciones de tensión del grupo carbonilo; en 1662 cm-1 señal aguda e intensa atribuible a vibraciones de tensión del grupo carbonilo α,β-insaturado; entre 1447 cm-1 y 1373 cm-1 señales agudas y poco intensas correspondientes a vibraciones deformativas de enlaces tipo –CH2- y –CH3 simétricas y asimétricas. En 1247 cm-1 señal aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces simples carbono-oxigeno. La aparición de la banda en 1618 cm-1 asignable al doble enlace C=C permite inferir que la eliminación se llevó a cabo, pero al igual que en el caso anterior, sin los espectros de RMN no se puede asegurar que el doble enlace se encuentre entre C1 y C2.  Al compuesto (55) se le tomó un espectro de UV (Espectro UV Nº 27, Anexo) utilizando etanol como solvente. Tal como se observa la λmax. se encuentra aproximadamente en 248nm, valor muy cercano al encontrado para la testosterona (λmax. aproximado 242nm, Espectro UV Nº 28, Anexo, etanol), mientras que el valor para la λmax calculado para el compuesto (55)  es de 227nm. Estos datos parecen sugerir que el compuesto obtenido no fue el (1 si no el (4.

6.3 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-1,4-dien-3-ona (57).


6.3.1 Síntesis del 2,4ξ-Dibromo-17β-hidroxi-androst-3-ona (56).


Para la preparación del compuesto dibromado, se sometió la hidroxi cetona (53) a condiciones de bromación: bromo en acido acético y acido bromhídrico en cantidades molares, para obtener el producto (56).
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Esquema 17

En el espectro de IR (Espectro N° 15, NaCl), se encontró una señal aguda y de mediana intensidad en 3445 cm-1 correspondiente a vibraciones de tensión del grupo hidroxilo; entre 2935 cm-1 y 2851 cm-1 señales agudas de mediana intensidad correspondientes a vibraciones de tensión de enlaces tipo CHsp3. En 1739 cm-1 una señal aguda e intensa asignable a vibraciones de tensión del grupo carbonilo; entre 1447 cm-1 y 1373 cm-1 señales agudas y poco intensas correspondientes a vibraciones deformativas de enlaces tipo –CH2- y –CH3 simétricas y asimétricas. En 1249 cm-1 señal aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces simples carbono-oxigeno; en 1028 cm-1 una señal aguda de mediana intensidad correspondiente a vibraciones esqueletales de enlaces tipo –CH3. En 736 cm-1 señal poco intensa y aguda asignable a vibraciones de tensión de enlaces halogenados del tipo C-Br. Si consideramos que la señal del carbonilo se encuentra desplazada a mayor numero de onda así como los indicios de bromación, es factible el considerar que la bromación ocurrió favorablemente.


6.3.2 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-1,4-dien-3-ona (57).

Tomando en cuenta que el procedimiento más factible para eliminar el bromo y de esta manera introducir las instauraciones correspondientes, se sometió al producto dibromado (56) a reflujo en 2,4,6-colidina, para obtener la dienona (57)
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Esquema 18

Analizando el espectro de IR (Espectro N° 16, NaCl) mostró una señal ancha de mediana intensidad correspondiente a vibraciones de tensión del grupos hidroxilo. Señales intensas y agudas entre 2924 cm-1 y 2854 cm-1 correspondientes a vibraciones de tensión de enlaces tipo CHsp3. En 1738 cm-1 una señal aguda y poco intensa correspondiente a vibraciones de tensión del grupo carbonilo; en 1661 cm-1 señal aguda e intensa asignable a vibraciones de tensión del grupo carbonilo α,β-insaturado; entre 1463 cm-1 y 1377 cm-1 señales agudas y de mediana intensidad correspondientes a vibraciones deformativas de enlaces tipo –CH2- y –CH3 simétricas y asimétricas. En 1244 cm-1 señal aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces simples carbono-oxigeno y en 1028 cm-1 una señal aguda de mediana intensidad correspondiente a vibraciones esqueletales de enlaces tipo –CH3 . Al igual que los casos anteriores sin los datos de los de RMN es imposible identificar plenamente el producto. Al compuesto (57) se le tomó un espectro de UV (Espectro UV Nº 29, tomado en etanol, Anexo) Tal como se observa la λmax se encuentra aproximadamente en 244nm, el mismo valor  encontrado para la testosterona (λmax. aproximado 242nm, espectro Nº 27, etanol, Anexo) Sin embargo, el valor reportado en la literatura9 también es 244nm, por lo que sin mayor evidencia espectroscópica no es posible concluir si se trata realmente del la dienona o del compuesto(4-3-ona
6.4 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-4-ona.

6.4.1 Síntesis del 17β-Hidroxi-androst-4-eno (59).
La reducción del carbonilo de 58 se llevó a cabo a partir de dos métodos conocidos:
· Reducción de Wolff – Kishnner (Hidracina en medio básico acuoso)

· Reducción de Huang – Minlon (Hidracina en etilenglicol y Hidróxido de sodio)

Luego se protegerá  la posición 17 para la obtención del acetato de Δ4-hidroxi-androstano (60)
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Esquema 19

La dificultad en la reducción se debe a la presencia de un sistema α,β  conjugado con el grupo carbonilo lo que provoca una disminución en el carácter electrofílico del carbono del carbonílico. La descomposición de la hidrazona formada en medio básico, tiene mayor dificultad por la formación de un intermediario de tipo carbanionico, ya que al existir un mayor número de estructuras de resonancia, aumenta la estabilidad del  intermediario, impidiendo su saturación con protones del medio. Lo que se refleja en una reducción de los rendimientos del proceso, o en algunos casos no se lleva a cabo la reacción. 

El primer método empleado fue la reducción de Wolff–Kishnner.  El espectro de IR (Espectro N° 17, CHCl3) mostró una señal ancha e intensa en 3419 cm-1 indicando vibraciones de tensión de enlaces del grupo hidroxilo, además presentó una señal centrada en 2936 cm-1 de forma aguda y de intensidad elevada correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces C-Hsp3; centrada en 1660 cm-1 aparece una señal aguda e intensa atribuible a vibraciones de tensión ya sea de grupo carbonilo conjugado así como de enlaces dobles carbono – carbono (C=C), este ultimo poco probable. 


El espectro de RMN 1H (Espectro N°18, CDCl3), presenta las siguientes señales: en 6,36ppm se observa un singlete que se podrá asignar a H-4, en 5,94ppm y 5.70ppm se aprecian dos singletes que podrían ser asignados a los protones de la posible hidrazona formada; en 1,16ppm y 0,74ppm se aprecian dos singletes, siendo éstos los metilos axiales de la estructura.

Se tomaron espectros de RMN C13 (Espectro N° 19, cloroformo y metanol deuterado) y DEPT 135 (Espectro N° 20, metanol deuterado) El producto se trata de una mezcla. Se observa en 200,90ppm una señal correspondiente a C-3 de la testosterona así como una señal en 173,73ppm atribuible a C-5 de la testosterona; de menor intensidad en 161,90 ppm una señal correspondiente al C-5 de la hidrazona y en 160,08 ppm señal asignable al C-3 de la hidrazona; las demás señales reportadas coinciden con la hipótesis de la formación de la hidrazona, pero no con la descomposición de la misma; por otra parte, la intensidad relativa de los picos asignados a la posible hidrazona es pequeña, lo que indica que éste es el producto minoritario de la reacción. De esta manera se consideró que las condiciones de reducción de Wolff – Kishnner no eran las más indicadas.
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Esquema 20

	Testosterona
	
	
	Tipo de carbono

	
	( (ppm) Reportado
	( (ppm)Exp.
	DEPT 135

	C-3
	199.4
	200.90
	C

	C-4
	123.8
	122.81
	CH

	C-5
	171.1
	173.73
	C

	C-17
	81.45
	80.83
	CH


Tabla 7: Comparación del desplazamiento de C13 en la Testosterona

Los espectros de RMN 1H y RMN C13 (Espectro N° 21 y Nº 22, CDCl3) del producto de la reducción de Huang – Minlon, mostró la existencia de la hidrazona en lo que parece ser una mezcla, debido a la señal cercana a los 200 ppm, pero por ser de poca intensidad se consideró realizar la hidroboración con la hidrazona, y posiblemente luego de la hidroboración, dada las condiciones básicas del medio, la hidrazona se hidrolizaría a fin de obtener el producto esperado. Una de las complicaciones adicionales en la elucidación del espectro de la hidrazona formada puede que este relacionada con la posibilidad de obtener una mezcla cis y anti, tal como ocurre en las oximas. La hidrazona fue acetilada (60) con anhídrido acético en piridina para continuar la síntesis.
6.4.2 Síntesis del 17β-Acetoxi-4ξ-Hidroxi-androstano (61).

Partiendo del producto (60) o del producto colateral (60’), considerando que la estereoquímica del esqueleto esteroidal no fue modificada en la acetilación o en la reducción, se sometió a un proceso de hidroboración. Se espera que el producto formado sea una mezcla racémica del hidroxi androstano esperado.
Como el medio de reacción se encontraba libre de agua, y la basicidad de la misma no era muy grande, se esperaba que se mantuviera el grupo acetilo protegiendo al hidroxilo en el carbono 17. 
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Esquema 21

El espectro de IR (Espectro N° 23, NaCl), presentó una señal aguda y de mediana intensidad en 3437 cm-1 correspondiente a vibraciones de tensión de grupos hidroxilos (-OH); a 2945 cm-1 señal aguda de mediana intensidad asignada a vibraciones de tensión de enlaces C-Hsp3; centrada en 1727 cm-1 una señal aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tensión de un grupo carbonilo (C=O); en 1249 cm-1 encontramos una señal desdoblada aguda de mediana intensidad asignada a vibraciones de tensión de enlaces C-O, comunes en grupos esteres.
6.4.3 Síntesis del 17β-Hidroxi-androst-4-ona (63).
Para la preparación de la hidroxi cetona (63), se sometió el producto (61) a una oxidación mediante reactivo de Jones, controlando la temperatura del medio, para luego hidrolizar el grupo 17-acetoxi del producto (62), para de esta manera recobrar la hidroxi cetona esperada (63). 
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Esquema 22

El espectro de IR (Espectro N° 24, NaCl) mostró una señal ancha de mediana intensidad en 3454 cm-1 correspondiente a vibraciones de tensión originadas por enlaces en un grupo hidroxilo; una señal aguda parcialmente ensanchada en la base, centrada en 2945 cm-1 corresponde a vibraciones de tensión de enlaces carbono hidrogeno del tipo CHsp3. En 1732 cm-1 se aprecia una señal aguda e intensa referente a vibraciones de tensión de enlaces dobles carbono oxigeno (Carbonilo C=O); en 1375 cm-1 una señal aguda y de mediana intensidad correspondientes a vibraciones deformativas de enlaces tipo –CH2- y –CH3 simétricas y asimétricas. En 1248 cm-1 señal aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces simples carbono-oxigeno y en 1042 cm-1 una señal aguda de mediana intensidad correspondiente a vibraciones esqueletales de enlaces tipo –CH3 . Con las señales observadas es posible suponer la existencia del carbonilo y el grupo hidroxilo, cuya combinación no fuese posible si el grupo protector no hubiese evitado la oxidación del alcohol en el carbono 17. Sin embargo, la presencia e intensidad de señales en 1200 cm-1 y lo ancho de la señal del carbonilo pueden ser indicios de que la hidrólisis no fue completa 

6.5 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-2-en-4-ona (65).


6.5.1 Síntesis del 3ξ-Bromo-17β-hidroxi-androst-4-ona (64).


La bromación se llevó a cabo en la hidroxi cetona (63), con bromo en ácido acético y cantidades catalíticas de ácido bromhídrico, para la obtención del producto bromado (64).
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Esquema 23


6.5.2 Síntesis del 17β-hidroxi-androst-2-en-4-ona (65).


Para eliminación del bromo introducido en el anillo A, se sometió a reflujo en 2,4,6-colidina el compuesto bromado (63), para finalmente obtener la hidroxi cetona α,β-insaturada (64)
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Esquema 24

El espectro de IR (Espectro N° 25, NaCl), presentó en 3424 cm-1 una señal ancha de poca intensidad, considerada con el resultado de vibraciones de tensión de un grupo hidroxilo; en 2942 cm-1 encontramos una señal aguda de mediana intensidad de vibraciones de tensión de enlaces carbono hidrogeno del tipo CHsp3. En 1734 cm-1 tenemos una señal aguda e intensa originada por vibraciones de tensión de enlaces dobles tipo carbonilo (C=O); en 1664 cm-1 una señal aguda y de mediana intensidad asignable a vibraciones de tensión del grupo α,β-insaturado; entre 1449 cm-1 y 1375 cm-1 señales agudas y de mediana a poca intensidad correspondientes a vibraciones deformativas de enlaces tipo –CH2- y –CH3 simétricas y asimétricas. En 1244 cm-1 señal aguda e intensa correspondiente a vibraciones de tensión de enlaces simples carbono-oxigeno y en 1043 cm-1 una señal aguda de mediana intensidad correspondiente a vibraciones esqueletales de enlaces tipo –CH3 . Al igual que en los casos anteriores, se hace necesario los espectros de de RMN para la identificación del producto de eliminación.
7. CONCLUSIONES


Se llevaron a cabo un total de quince (15) pasos de síntesis, además de una diversidad de métodos, con el fin (en aquellos donde fue necesario) de encontrar el más adecuado en términos de rendimiento y limpieza de la reacción. En la mayoría de los casos, la complejidad de la mezcla de reacción fue el factor principal que afectó el rendimiento,  debido fundamentalmente a la pérdida en el proceso de purificación.

Los procedimientos de oxidación se basaron en tres diferentes métodos, en los que las condiciones de acidez del medio difieren entre ellos. Los elevados tiempos de reacción de los métodos de CrO3 ya sea en ácido acético o piridina, resultan una desventaja clara. Por otra parte, hay que considerar la posibilidad de la existencia de grupos funcionales sensibles a condiciones ácidas, lo que traería como consecuencia la utilización de grupos protectores y/o la implementación de métodos de oxidación más suaves. 

El empleo de grupos protectores en pasos de síntesis es fundamental. Como caso particular, la formación de los ciclocetales resultó, desde el punto de vista experimental, un mejor grupo protector que cetales no cíclicos. 


Con respecto a la reducción de carbonilo, la conjugación de éste no sólo dificultad su reducción sino que también produce una caída en los rendimientos del producto formado. 

La orientación obtenida en el grupo hidroxilo, generado luego de la reducción del carbonilo en el carbono 17 del esqueleto esteroidal para la obtención del producto 53, se infiere una configuración β, basándose en las comparaciones con las referencias, por otra parte era de esperarse esta configuración por el control de aproximación esterica propiciado por el metilo axial en carbono 18.

En general, se logró la síntesis efectiva de la 17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona, siendo ésta un precursor para los intentos de síntesis también realizados de la 17β-hidroxi-5α-androst-1-en-3-ona y 17β-hidroxi-5α-androst-1,4-dien-3-ona; por otra parte se llevó un intento de síntesis de la 17β-hidroxi-5α-androstan-4-ona cuya estructura fue precursora de la 17β-hidroxi-5α-androst-2-en-4-ona.
8. ESPECTROS

Espectro Nº 1: Androsterona (3β-Hidroxi-5α-androstan-17-ona)
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Espectro Nº 2: Dicetona (5α-Androstan-3,17-ona)

[image: image42]
Espectro Nº 3: Dicetona (5α-Androstan-3,17-ona)
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UCV/g.cabrera  PN 4 IV

Current Data Parameters

NAME       ucvgcpn3.iii

EXPNO                11

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20061205

Time              15.16

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG            zg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                   32

DS                    2

SWH           10330.578 Hz

FIDRES         0.157632 Hz

AQ            3.1720407 sec

RG                  114

DW               48.400 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           1.00000000 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                 1H

P1                11.00 usec

PL1                3.00 dB

SFO1        500.1330885 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          500.1300239 MHz

WDW                  no

SSB                   0

LB                 0.00 Hz

GB                    0

PC                 1.00


Espectro Nº 4: Dicetona (5α-Androstan-3,17-ona)
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UCV/g.cabrera  PN 4 IV

Current Data Parameters

NAME       ucvgcpn3.iii

EXPNO                22

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20061205

Time              15.20

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG          zgpg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                 1104

DS                    4

SWH           31446.541 Hz

FIDRES         0.479836 Hz

AQ            1.0420883 sec

RG                32768

DW               15.900 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           2.00000000 sec

d11          0.03000000 sec

DELTA        1.89999998 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                13C

P1                14.00 usec

PL1               -3.00 dB

SFO1        125.7715719 MHz

======== CHANNEL f2 ========

CPDPRG2         waltz16

NUC2                 1H

PCPD2             88.00 usec

PL2                3.00 dB

PL12              21.06 dB

PL13             120.00 dB

SFO2        500.1320005 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          125.7577926 MHz

WDW                  EM

SSB                   0

LB                 1.00 Hz

GB                    0

PC                 1.40


Espectro Nº 5: Diol (3ξ,17ξ-Dihidroxi-5α-androstano)
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Espectro Nº 6: Diol (3ξ,17ξ-Dihidroxi-5α-androstano)
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UCV/g.cabrera  PN 4 IV

Current Data Parameters

NAME        ucvgcpn4.iv

EXPNO                11

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20061206

Time               9.59

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG            zg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                   32

DS                    2

SWH           10330.578 Hz

FIDRES         0.157632 Hz

AQ            3.1720407 sec

RG                  256

DW               48.400 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           1.00000000 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                 1H

P1                11.00 usec

PL1                3.00 dB

SFO1        500.1330885 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          500.1300239 MHz

WDW                  no

SSB                   0

LB                 0.00 Hz

GB                    0

PC                 1.00


Espectro Nº 7: Diol (3ξ,17ξ-Dihidroxi-5α-androstano)
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UCV/g.cabrera  PN 4 IV

Current Data Parameters

NAME        ucvgcpn4.iv

EXPNO                22

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20061206

Time              10.02

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG          zgpg30

TD                65536

SOLVENT             D2O

NS                 5008

DS                    4

SWH           31446.541 Hz

FIDRES         0.479836 Hz

AQ            1.0420883 sec

RG                32768

DW               15.900 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           2.00000000 sec

d11          0.03000000 sec

DELTA        1.89999998 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                13C

P1                14.00 usec

PL1               -3.00 dB

SFO1        125.7715719 MHz

======== CHANNEL f2 ========

CPDPRG2         waltz16

NUC2                 1H

PCPD2             88.00 usec

PL2                3.00 dB

PL12              21.06 dB

PL13             120.00 dB

SFO2        500.1320005 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          125.7577926 MHz

WDW                  EM

SSB                   0

LB                 1.00 Hz

GB                    0

PC                 1.40


Espectro Nº 8: Protección (3,3-etilendioxi-5α-androstan-17-ona)
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Espectro Nº 9: Reducción (3,3-etilendioxi-17β-hidroxi-androstano)
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Espectro Nº 10: Desprotección (17β-hidroxi-androstan-3-ona)
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Espectro Nº 11: Desprotección (17β-hidroxi-androstan-3-ona)
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UCV/G.cabrera/pablo neacato  PN08

Current Data Parameters

NAME         ucvgcpn.08

EXPNO                11

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20070319

Time              11.16

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG            zg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                   16

DS                    2

SWH           10330.578 Hz

FIDRES         0.157632 Hz

AQ            3.1720407 sec

RG                   64

DW               48.400 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           1.00000000 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                 1H

P1                11.00 usec

PL1                3.00 dB

SFO1        500.1330885 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          500.1300000 MHz

WDW                  no

SSB                   0

LB                 0.00 Hz

GB                    0

PC                 1.00


Espectro Nº 12: Desprotección (17β-hidroxi-androstan-3-ona)
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UCV/G.cabrera/pablo neacato  PN08

Current Data Parameters

NAME         ucvgcpn.08

EXPNO                22

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20070319

Time              12.02

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG          zgpg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                 2832

DS                    4

SWH           31446.541 Hz

FIDRES         0.479836 Hz

AQ            1.0420883 sec

RG                32768

DW               15.900 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           2.00000000 sec

d11          0.03000000 sec

DELTA        1.89999998 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                13C

P1                14.00 usec

PL1               -3.00 dB

SFO1        125.7715719 MHz

======== CHANNEL f2 ========

CPDPRG2         waltz16

NUC2                 1H

PCPD2             88.00 usec

PL2                3.00 dB

PL12              21.06 dB

PL13             120.00 dB

SFO2        500.1320005 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          125.7577926 MHz

WDW                  EM

SSB                   0

LB                 1.00 Hz

GB                    0

PC                 1.40


Espectro Nº 13: bromación (2ξ-Bromo-17β-hidroxi-5α-androstan-3-ona)
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Espectro Nº 14: Deshidrobromación (17β-hidroxi-5α-androstan-1-en-3-ona)
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Espectro Nº 15: Dibromado (2ξ,4ξ-dibromo-17β-hidroxi -5α-androstan-3-ona)
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Espectro Nº 16: Dienona (17β-hidroxi-5α-androstan-1,4-dien-3-ona)
[image: image56.emf]722,32
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Espectro Nº 17: Reducción de Wolff-Kishner (17β-Hidroxi-androst-4-eno)
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Espectro Nº 18: Reducción de Wolff-Kishner (17β-Hidroxi-androst-4-eno)
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UCV/g.cabrera  PN20 (xx-7)

Current Data Parameters

NAME      ucvgcpn20.xx7

EXPNO                11

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20061205

Time              15.00

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG            zg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                   32

DS                    2

SWH           10330.578 Hz

FIDRES         0.157632 Hz

AQ            3.1720407 sec

RG                  114

DW               48.400 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           1.00000000 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                 1H

P1                11.00 usec

PL1                3.00 dB

SFO1        500.1330885 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          500.1300239 MHz

WDW                  no

SSB                   0

LB                 0.00 Hz

GB                    0

PC                 1.00


Espectro Nº 19: Reducción de Wolff-Kishner (17β-Hidroxi-androst-4-eno)
[image: image59.emf]200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
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Current Data Parameters

NAME      ucvgcpn2.0xx4

EXPNO                22

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20070119

Time              12.40

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG          zgpg30

TD                65536

SOLVENT            MeOD

NS                 4120

DS                    4

SWH           31446.541 Hz

FIDRES         0.479836 Hz

AQ            1.0420883 sec

RG                32768

DW               15.900 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           2.00000000 sec

d11          0.03000000 sec

DELTA        1.89999998 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                13C

P1                14.00 usec

PL1               -3.00 dB

SFO1        125.7715719 MHz

======== CHANNEL f2 ========

CPDPRG2         waltz16

NUC2                 1H

PCPD2             88.00 usec

PL2                3.00 dB

PL12              21.06 dB

PL13             120.00 dB

SFO2        500.1320005 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          125.7577926 MHz

WDW                  EM

SSB                   0

LB                 2.00 Hz

GB                    0

PC                 1.40

UCV/G.cabrera/P.neacato/pn20.xx4


Espectro Nº 20: Reducción de Wolff-Kishner (17β-Hidroxi-androst-4-eno)
[image: image60.emf]200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
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113.46 120.70 123.23
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dept 135

Current Data Parameters

NAME      ucvgcpn2.0xx4

EXPNO                25

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20070221

Time              11.58

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG         dept135

TD                65536

SOLVENT            MeOD

NS                 6464

DS                    4

SWH           30030.029 Hz

FIDRES         0.458222 Hz

AQ            1.0912410 sec

RG                16384

DW               16.650 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

CNST2       145.0000000

D1           2.00000000 sec

d2           0.00344828 sec

d12          0.00002000 sec

DELTA        0.00001783 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                13C

P1                14.00 usec

p2                28.00 usec

PL1               -3.00 dB

SFO1        125.7703143 MHz

======== CHANNEL f2 ========

CPDPRG2         waltz16

NUC2                 1H

P3                16.00 usec

p4                32.00 usec

PCPD2             88.00 usec

PL2                3.00 dB

PL12              21.06 dB

SFO2        500.1320005 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          125.7577390 MHz

WDW                  EM

SSB                   0

LB                 1.00 Hz

GB                    0

PC                 1.40


Espectro Nº 21: Reducción de Huang-Minlon (17β-Hidroxi-androst-4-eno)
[image: image61.emf]11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
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0.77 0.93 0.96 1.08 1.12 1.14 1.19 1.26 1.27 1.38 1.41 1.44 1.50 1.56 1.58 1.81 1.84 2.04 3.62 5.30 5.73 5.97 6.39 7.29

4.88 1332.30 10.00 4.02 13.40 4.42

UCV/G.cabrera/pablo neacato  PN32

Current Data Parameters

NAME         ucvgcpn.32

EXPNO                11

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20070319

Time              15.19

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG            zg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                   16

DS                    2

SWH           10330.578 Hz

FIDRES         0.157632 Hz

AQ            3.1720407 sec

RG                 35.9

DW               48.400 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           1.00000000 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                 1H

P1                11.00 usec

PL1                3.00 dB

SFO1        500.1330885 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          500.1300000 MHz

WDW                  no

SSB                   0

LB                 0.00 Hz

GB                    0

PC                 1.00


Espectro Nº 22: Reducción de Huang-Minlon (17β-Hidroxi-androst-4-eno)
[image: image62.emf]220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

ppm

0.98

11.05 11.14 14.16 17.38 17.72 17.85 17.91 18.72 20.61 20.72 20.90 21.02 21.92 23.36 27.79 30.33 31.51 31.79 31.96 32.56 32.78 32.89 33.89 35.34 35.62 35.67 35.73 35.80 36.40 36.45 36.50 36.55 38.19 38.21 38.64 38.94 42.77 42.80 42.95 50.44 50.60 53.42 53.91 54.13 60.39 66.28 76.80 77.05 77.26 77.31 81.46 81.53 81.60 81.69
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UCV/G.cabrera/pablo neacato  PN32

Current Data Parameters

NAME         ucvgcpn.32

EXPNO                22

PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters

Date_          20070319

Time              20.31

INSTRUM           spect

PROBHD   5 mm TBI 1H-BB

PULPROG          zgpg30

TD                65536

SOLVENT           CDCl3

NS                 4096

DS                    4

SWH           31446.541 Hz

FIDRES         0.479836 Hz

AQ            1.0420883 sec

RG                32768

DW               15.900 usec

DE                 6.00 usec

TE                297.2 K

D1           2.00000000 sec

d11          0.03000000 sec

DELTA        1.89999998 sec

TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========

NUC1                13C

P1                14.00 usec

PL1               -3.00 dB

SFO1        125.7715719 MHz

======== CHANNEL f2 ========

CPDPRG2         waltz16

NUC2                 1H

PCPD2             88.00 usec

PL2                3.00 dB

PL12              21.06 dB

PL13             120.00 dB

SFO2        500.1320005 MHz

F2 - Processing parameters

SI                32768

SF          125.7577926 MHz

WDW                  EM

SSB                   0

LB                 1.00 Hz

GB                    0

PC                 1.40


Espectro Nº 23: Hidroboración (17β-Acetoxi-4ξ-Hidroxi-androstano)
[image: image63.emf]1037,61
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Espectro Nº 24: Oxidación e hidrólisis (17β- Hidroxi-androst-4-ona)
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Espectro Nº 25: Eliminación (17β-hidroxi-androst-2-en-4-ona)
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Espectro Nº 26: Testosterona (17β-Hidroxi-androst-4-en-3-ona)
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9. ANEXOS

Espectro UV Nº 27: (17β-Hidroxi-androst-1-en-3-ona)
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Espectro UV Nº 28: (17β-Hidroxi-androst-4-en-3-ona)
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Espectro UV Nº 29: (17β-Hidroxi-androst-2,4-dien-3-ona)
[image: image69.emf]y = 1E-06x4 - 0,0014x3 + 0,5254x2 - 85,025x + 5145,7
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