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RESUMEN

El objetivo principal de esta tesis es sintetizar derivados de ergosterol como
posibles drogas con actividad antiprotozoarios, especificamente contra Trypanosoma
cruzi, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas. Basandose en el hecho que el
ergosterol forma parte de la membrana celular de estos protorozoarios, la modificacion
de ergosterol realizando su oxidacion y utilizando reactivos de Girard nos genera una
via para introducir a estos microorganismos compuestos tipo azoles, los cuales se
consideran como un tipo de drogas de uso terapéutico que han presentado actividad
contra Trypanosoma cruzi tanto in vitro como in vivo en distintos modelos de la

enfermedad de Chagas.

Para lograr esto se siguio la siguiente metodologia: se realizo la oxidacion de
ergosterol utilizando el reactivo de Jones, resultando como producto, ergosta-7,22-
dieno-5a-0l-3,6-diona (ergosterona) con un rendimiento del 54%. Se sintetizaron
diferentes reactivos del tipo Girard (GX): Gl (58%), GTr (67%) y GTc (68%) y luego se
obtuvieron las hidrazonas respectivas a partir de ergosterona y los distintos reactivos de

Girard. También se utilizé Girard-P y Girard-T, los cuales son de procedencia comercial.
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Las hidrazonas obtenidas a partir de ergosterona y los distintos reactivos de
Girard fueron: ergosterona-GT2 (84%), ergosterona-GP (91%), ergosterona-GP2 (84%),
ergosterona-Gl (85%), ergosterona-GTc (83%), ergosterona-GTr (91%).
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, descrita en 1909 por el medico brasilefio Carlos
Chagas, es una zooantropanozis producida por el protozoario flagelado, Trypanosoma
cruzi. Esta enfermedad afecta de 16 a 18 millones de habitantes del continente
americano y ha sido descrita como una dolencia cronica, debilitante e incapacitante,

que se manifiesta con cuadros clinicos variados, en ocasiones muy severos y fatales.

Esta enfermedad es especialmente endémica en latino América y su distribucion
geografica a lo largo del continente va desde el norte de México hasta el sur de
Argentina. ¥ No obstante, la distribucién del agente etioldgico (Trypanosoma cruzi), de
los vectores que la trasmiten (Redduviidae triatominae) y de los mamiferos silvestres
gue fungen como reservorios. Es mucho mas extensa. En efecto, el ciclo silvestre
formado por el parasito, el vector y los reservorios, se extiende desde 42° latitud norte
(Estados Unidos) hasta 49° latitud sur (Argentina y Chile). !

Los primeros compuestos ensayados experimentalmente para el tratamiento de
la enfermedad de Chagas, fueron Atoxil (arsénico) y cloruro de mercurio (1912-1914),
luego se emplearon para combatir esta enfermedad, derivados de quinoleina,
arsenobenzoles y sales de oro, bismuto, plomo y cobre sin resultados plenamente
satisfactorios. ! En la actualidad hay disponible tratamiento farmacolégico para el
tratamiento del la enfermedad de Chagas (incluso para la transmision congénita o por
transfusion de sangre) y para la reactivacion de infeccion crénica. ©® Nifurtimox y
Benznidazol, sin embargo estas drogas tienen una toxicidad potencial. Los efectos
secundarios de Nifurtimox incluyen, nauseas y vomito, anorexia y pérdida de peso. Por
parte del Benznidazol los efectos secundarios son: fiebre, dermatitis, linfoadenopatia,

agranulocitosis y polineuritis toxica. ©



La falta de resultados efectivos y confiables de estos tratamientos se debe al
hecho de que el parasito crea resistencia a estos, conllevando a que los pacientes
deban tomar mayores dosis y en consecuencia los efectos secundarios aumentan,
obligando al paciente a abandonar el tratamiento. Las nuevas ideas sobre tratamientos
para la enfermedad de Chagas apuntan a introducir una molécula conocida por el
microorganismo, que se pueda insertar dentro de un proceso vital para este y asi
causar algun dafio. Se ha determinado que el Trypanosoma cruzi emplea en sus
procesos metabdlicos el ergosterol como componente de la membrana celular, por lo
cual se puede emplear este como vehiculo para introducir algun posible agente
antiprotozoarios en dicho proceso, [ cabe destacar que el ergosterol no es componente
del ser humano. Esto via la creaciobn de una droga con posible actividad
antiprotozoarios mediante la sintesis de derivados del ergosterol, que sea capaz de
disminuir los efectos secundarios de los tratamientos conocidos o empleados hasta la
actualidad.

(8]

Figura 1. Triatoma infestans, vector de Trypanosoma cruzi.



1. MARCO TEORICO
1.1 Enfermedad de Chagas: Biologia de Trypanosoma cruzi

La Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas en el hombre, es una
zoonosis silvestre transmitida por la contaminacién con la excreta de los vectores,
principalmente los Reduviidae (Rhodnius prolixux, Triatoma infestans) con
consecuencias patoldgicas para los mamiferos infectados, sin excluir otras formas de
transmision como la transmision transfunsional, transmision congénita y transmision por
transplante de 6rganos . El agente causal de la enfermedad de Chagas, es un
protozoario del orden de los flagelados (Trypanosoma cruzi), descubierto por el Dr.
Carlos Chagas en 1909, en Lassance, Estado de Minas Geraes, Brasil, examinando el
contenido del intestino posterior de un insecto hematéfago, conocido por los naturales

con el nombre de “barbeiro”. ¥

Taxonomicamente el Trypanosoma cruzi tiene la siguiente clasificacion (L],

Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Filo: Sarcomastigtfora
Subfilo: Mastigofora
Clase: Zoomastig6fora
Orden: Cinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Seccion: Estercoraria
Genero: Trypanosoma

Especie: cruzi



La complejidad de los mecanismos de invasion de Trypanosoma cruzi ha dificultado
el desarrollo de drogas y vacunas. El éxito de un tratamiento o mecanismos de
inmunizacion eficaces, van a depender de la cepa del parasito. Esta complejidad la
podemos justificar por los diferentes microambientes a los cuales el Trypanosoma cruzi
se tiene que enfrentar para cumplir su ciclo biolégico. ® Dicho ciclo biolégico, se
produce en dos etapas, una etapa ocurre dentro del mamifero que sirve como
hospedador, seguido por una que se lleva a cabo dentro del insecto que funciona como
vector o viceversa.

Mamifero hospedador:

a. Los tripomastigotes metaciclicos (forma infectante) de Trypanosoma cruzi son
liberados con las heces cuando el insecto succiona sangre del hospedador. Los
tripomastigotes (de 15 a 25 micras de largo, poseen un flagelo unido a una
membrana ondulada) entran al hospedador a través de pequefias heridas o
membrana mucosa como la conjuntiva.

b. Los tripomastigotes penetran las células fagociticas y no fagociticas,
normalmente alrededor de heridas, una vez dentro del citoplasma de la célula
hospedadora los tripomastigotes pierden su flagelo y se transforman en
amastigotes (forma reproductiva intracelular de 2 a 5 micras de largo de forma
redondeada).

c. Los amastigotes de dividen por escision binaria con el citoplasma de la célula
hospedadora y se multiplican para formar un seudo quiste.

d. Luego de 5 dias los amastigotes se transforman en pequefios tripomastigotes en
forma de "C’, finalmente los seudo quistes se rompen liberando los
tripomastigotes.

e. Algunos tripomastigotes circulan en la sangre e infectan mas células
hospedadoras, otros tripomastigotes circulando en la sangre pueden ser
tomados cuando el insecto vector succiona sangre de un humano para continuar

el ciclo.



Insecto vector:

El insecto vector se infecta por la alimentacion con sangre que contiene
circulando tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. Los tripomastigotes son
ingestados y se mueven hacia la mitad del intestino del insecto.

Los tripomastigotes se transforman en epimastigotes (forma intravectorial
replicativa de unas 20 micras de largo, poseen un largo flagelo) en el lumen del
intestino del insecto. Los epimastigotes normalmente pasan desde la mitad del
intestino hacia el final del mismo.

Los epimastigotes se reproducen asexualmente por escision binaria y migran
hacia el recto del insecto donde une a la pared celular usando su flagelo.

Los epimastigotes se transforman en tripomastigotes metaciclicos mientras estan
unidos a la pared celular del recto del insecto. Los tripomastigotes permanecen
en la parte posterior del recto hasta que el insecto succione sangre de algin
humano.

Mientras el insecto succiona sangre de un humano, deposita las heces
infectadas con tripomastigotes y estos entran al hospedador a través de

pequefias heridas o por las membranas mucosas. 2 [13]

Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. [13]



1.2 Quimioterapia de la enfermedad de Chagas:

Recientes estudios sobre la patogénesis de esta enfermedad han llevado aun
consenso creciente en el sentido de que la eliminaciébn del agente etioldgico,
Trypanosoma cruzi, de los pacientes infectados seria un requisito necesario y suficiente
para frenar la evolucién de la enfermedad en todas sus fases y evitar sus serias

consecuencias a largo plazo. ™

Desafortunadamente, los tratamientos especificos actualmente disponibles para
el tratamiento de esta parasitosis poseen una eficacia limitada en la fase crénica y
frecuentes efectos colaterales indeseables que pueden llevar a la interrupcion del
tratamiento. ** Las drogas actualmente utilizadas para el tratamiento de la enfermedad
son Nifurtimox (3-metil-N-[(5-nitro-2-furfuril)metilen]-4-tiomorfolinoamina-1,1-di6xido)
derivado del Nitrofurano y Benznidazol (2-nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida)
un derivado de Nitroimidazol. La dosis recomendada en la fase aguda es de 8-10
mg/Kg/dia para el Nifurtimox y 5 mg/Kg/dia para Benznidazol, el promedio de duracion
del tratamiento esta sobre los 60 dias. Nifurtimox y Benznidazol son tripanocidas para
todas las formas del parasito. Sin embargo, ellos causan efectos adversos que incluyen
anorexia, nauseas, vomitos, sintomas maniacos o depresién del sistema nervioso

central, vértigo y dermatitis. **!

1.2.1 Drogas y sus mecanismos de accion:

La actividad anti Trypanosoma cruzi de ambos compuesto (Nifurtimox y
Benznidazol) fue descubierta empiricamente hace como tres décadas. Nifurtimox actia
via la reduccion del grupo nitro para formar un radical nitro anionico inestable, el cual
reacciona para producir metabolitos oxigenados altamente toxicos (anion superoxido,
peroxido e hidroxilo). Trypanosoma cruzi ha mostrado ser deficiente en mecanismos de

detoxificacion para metabolitos oxigenados, particularmente para peroxido de



hidrogeno, y son asi mas sensibles al estrés oxidativo de lo que lo son las células de
vertebrados. Benznidazol muestra actuar por un mecanismo diferente (estrés reductivo),
el cual envuelve la modificacion covalente de macromoléculas como ADN, ARN,
proteinas y posibles lipidos insaturados involucrando intermediarios de nitro reduccion.
Estos resultados indican que la actividad antiparasitica de estos compuestos esta

sumamente ligada a su toxicidad hacia el vertebrado hospedador. 4 ¢!
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Figura 3. Estructura quimica de las drogas actualmente disponibles para la enfermedad de

Chagas. (a) Nifurtimox, (b) Benznidazol. [1e]

Ante la expectativa de una quimioterapia verdaderamente eficiente para combatir
la enfermedad de Chagas, se han desarrollado compuestos que podrian convertirse en
un tratamiento efectivo de esta enfermedad en un periodo de mediano a largo plazo (10
a 15 afios). ** Dentro de los nuevos enfoques para el tratamiento de la enfermedad de

Chagas se encuentran:
1.2.1.1 Inhibidores de la biosintesis de Ergosterol:

Estudios llevados a cabo en las dos ultimas décadas han demostrado
consistentemente que el Trypanosoma cruzi, como la mayoria de los hongos y
levaduras patdégenas, requieren de esteroles para mantener su viabilidad y capacidad

de proliferacion a lo largo de todo su ciclo de vida, ademas los inhibidores especificos



de la biosintesis de ergosterol son potentes agentes antiproliferativos contra este
parasito, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, varios estudios han conseguido que
dichos inhibidores comercialmente disponibles, como el Ketoconazol e Itraconazol, son
incapaces de erradicar el Trypanosoma cruzi de humanos o animales con infecciones
cronicas o detener el progreso de la dolencia, indicando que su actividad in vivo es

tripanostatica, no tripanocida.

Otros triazoles como TAK-187 y Ravuconazol, también han demostrado ser
tripanocidas, tanto in vitro como in vivo. TAK-187 es un triazol con largos tiempos de
vida media en varios mamiferos y una actividad antimicética de amplio espectro, que
tiene una potente actividad anti Trypanosoma cruzi in vitro, es capaz de curar
infecciones agudas y cronicas en ratones, aun cuando la cepa infectante es refractaria

al tratamiento con Nifurtimox o Benznidazol.

Ravuconasol es un triazol desarrollado como antimicético sistémico con una muy
potente actividad anti Trypanosoma cruzi in vitro, pero su actividad in vivo en modelos
murinos fue limitada debido a inadecuadas propiedades farmacocinéticas de la droga
en ratones, sin embargo, tales resultados no niegan su potencial utilidad para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas humana, pues la concentracion minima
inhibidora del crecimiento de los amastigotes intracelulares por este compuesto es de
1.000 a 5.000 veces mas baja que los niveles obtenidos en plasmas a dosis

terapéuticas contra hongos en humanos.

UR-9825 es otro potente inhibidor de la C14a demetilasa de esteroles en hongos
y protozoarios y tiene una notable actividad anti Trypanosoma cruzi in vitro. Aunque su
corto tiempo de vida media (< 0,5 h) en ratones no permitié6 evaluar su actividad en
modelos murinos de la enfermedad. La mayoria de estos compuestos han completado
estudios de farmacocinética y seguridad en humanos, como paso previo a su desarrollo

clinico como antimicéticos. 4



Un reciente desarrollo asociado a esta linea, es el descubrimiento del anti
arritmico Amiodarona, la droga mas frecuentemente usada para el tratamiento
sintomético de pacientes cronicos de enfermedad de Chagas con compromiso cardiaco,
tiene accion directa contra Trypanosoma cruzi y actda sinergicamente con inhibidores
de biosintesis de ergosterol. Estudios sobre el mecanismo de accion de la droga
indicaron que la Amiodarona afecta la homeostasis de calcio del parasito, pero también

inhibe la sintesis de ergosterol a nivel de la lanosterol sinteasa (oxidescualeno ciclasa).
(14]

Otro prometedor grupo de inhibidores de la biosintesis de ergosterol, son los
inhibidores de la escualeno sintetasa. Esta enzima cataliza el primer paso especifico
para la sintesis de esteroles y ha sido el objeto de un gran numero de estudios, como

un potencial blanco para nuevos agentes hipocolesterolémicos.

Ulteriores estudios demostraron que los compuestos E5700 y ER-119884, dos
nuevos derivados quinuclidinicos inhibidores de la escualeno sintetasa que estan
siendo desarrollados como agentes reductores de colesterol y triglicéridos en humanos.
Tienen muy potente y selectiva actividad anti Trypanosoma cruzi in vitro y uno de ellos
(E5700), administrado por via oral, fue capaz de inducir supresiéon completa de la
parasitemia y conferir proteccion total contra la muerte en un modelo murino de

enfermedad de Chagas fulminante. ¥



Figura 4. Estructura quimica de los compuestos inhibidores de la biosintesis

de ergosterol. (a) Ketoconazol, (b) Itraconazol, (c) TAK-187,

(d) Ravuconazol, (e) UR-9825, (f) E5700, (g) ER-119884. 14



1.2.1.2 Inhibidores de cisteina-proteasa:

Trypanosoma cruzi contiene elevadas cantidades de una cisteina-proteasa analoga
a la catepsina L, que ha sido denominada cruzipaina y es responsable de la mayor
parte de la actividad proteolitica de este parasito en todos los estados de su ciclo de
vida. Inhibidores selectivos de esta proteasa son capaces de bloquear la proliferacion
tanto de la forma extracelular (epimastigotes) como de los amastigotes intracelulares,
asi como de impedir la metaciclogénesis (transformaciéon de epimastigotes a
tripomastigotes metaciclicos), lo que indica que la proteina tiene funciones esenciales
en el ciclo de vida del parasito. La estructura tridimensional de la proteina
recombinante, en ausencia y presencia de inhibidores, ha sido determinada usando
cristalografia de rayos X y a partir de la misma y de consideraciones sobre el
mecanismo de la enzima, se han desarrollado inhibidores especificos como la N-metil-

piperazina-urea-F-hF-vinyl-sulfona-fenil, también conocida como K-777. [14]

Este compuesto es capaz de reducir dramaticamente la parasistemia e incrementar
la sobrevida en modelos murinos de la enfermedad de Chagas, con baja toxicidad. Sin
embargo, no se han publicado hasta hora reportes que demuestren que este tipo de

compuestos sean capaces de inducir cura parasitologica radical en modelos animales.
[14]
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Figura 5. Estructura quimica de K-777, inhibidor de cisteina-proteasa. [14]



1.2.1.3 Inhibidores del metabolismo de pirofosfato:

Los paréasitos del orden Cinetoplastida, contienen organelas especializadas en el
almacenamiento de calcio y polifosfatos, denominados acidocalcisomas, no presentes

en la mayoria de las células de vertebrados. ™

La toma y descarga de Ca*" hacia y desde la matriz del acidocalcisoma es
controlada por una serie de mecanismos, que incluyen una Ca®* ATPasa, un
intercambiador Na®/H*, bombas de protones energizadas por ATP y pirofosfato
inorganico, asi como por pirofosfatasas especificas. Polifosfatos de cadena corta, estan
involucrados en la respuesta de este organismo al stress osmotico, asi como en el
mantenimiento del status energético del parasito. Los bisfosfonatos, analogos
metabolicamente inertes del pirofosfato inorganico, se acumulan selectivamente en
Trypanosoma cruzi y otros tripanosomatideos y pueden inhibir enzimas esenciales del
pardasito involucradas en el metabolismo de pirofosfato inorganico y organico, como la
farnesil-difosfato sintetasa, escualeno sintetasa o bombas de protones dependientes de

pirofosfato inorganico. 4

Entre esos compuestos, los N-alquil-bisfosfonatos, inhibidores especificos de la
farnesil-difosfato sintetasa que son ampliamente usados actualmente en humanos para
el manejo de problemas de resorcién 6sea como la osteoporosis y la enfermedad de
Paget, tienen también una potente y selectiva accidén contra Trypanosoma cruzi, tanto in
vitro como in vivo. Sin embargo, aunque se ha reportado que el Pamidronato puede
inducir cura parasitologica radical en un modelo murino de leishmaniasis cutanea, no se
reportaron curas parasitolégicas completas en un estudio con Risedronato en un

modelo murino de enfermedad de Chagas aguda. %
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Figura 6. Inhibidores del metabolismo de pirofosfatos. (a) Risedronato, (b) Pamidronato. [14]

1.2.1.4 Inhibidores de la captura de purinas:

Los parésitos tripanosomatideos son organismos absolutamente deficientes en la
sintesis de novo de las purinas, por lo que deben obtener estos compuestos esenciales
del hospedero o medios de cultivo. Una enzima esencial en este proceso es la
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRT), un blanco bioquimico validado es
estos organismos. El alopurinol (4-hidroxi-pyrazol-(3,4d)-pirimidina) ha sido usado por
décadas en humanos para el tratamiento de la gota, pues es transformado en
vertebrados al oxipurinol, que es un potente inhibidor de la xantina oxidasa. En
Tripanosomatideos, que no tienen xantina oxidasa, el alopurinol actia como una
anélogo de purinas y es incorporado, via HGPRT, a los &cidos nucleicos, lo que

conlleva a un bloqueo secuencial en la sintesis de ADN, ARN y proteinas. ¥

Se ha demostrado que este compuesto es un potente inhibidor del crecimiento
de Trypanosoma cruzi in vitro, pero in vivo se ha encontrado que hay fuertes diferencias
en la susceptibilidad de diferentes cepas del parasito a la droga. La eficacia del
alopurinol en el tratamiento etioldgico de la enfermedad de Chagas en humanos ha sido

controversial, 4



OH

Figura 7. Estructura quimica de Alopurinol, inhibidor de la captura de purinas. [16]

1.2.1.5 Inhibidores de la sintesis de fosfolipidos:

Los analogos de lisofosfolipidos (ALP) incluyen una amplia gama de compuestos
metabolicamente estables, entre los cuales se encuentran alquil-fosfocolinas como la
hexadecil-fosfocolina (miltefosina) y alquil-glicero-fosfocolinas como el ET-18-OCH3
(edelfosina) y la ilmofosina. Estos compuestos han estado en desarrollo por 25 afios
como agentes anticancerosos, pero también han demostrado ser potentes y especificos
agentes antiparasitarios, particularmente contra tripanosomatideos como Leishmania y

Trypanosoma cruzi, in vitro e in vivo. 4

El mecanismo de accién de estos compuestos es complejo, pero la informacion
disponible indica que un mecanismo primario es la inhibicion selectiva de la sintesis de
fosfatidil-colina, que en estos organismos ocurre por una via metabdlica (N metilacién
de la fosfatidil-etanolamina o ruta de Brenmer-Greenberg) diferente a la usada en

mamiferos, donde el precursor es CDP-colina (ruta de Kennedy).
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Figura 8. Estructura quimica de inhibidores de la sintesis de fosfolipidos.

(a) Edelfosfina, (b) Miltefosfina, (c) limofosfina. 4



1.3 Blancos quimioterapéuticos bioquimicos de Trypanosoma cruzi:

Para lograr el desarrollo de una quimioterapia efectiva contra la enfermedad de
Chagas se necesita conocer la bioguimica y la ultraestructura de Trypanosoma cruzi y
del hospedador, para asi sefialar actividades metabdlicas que puedan ser inhibidas y

constituirse en blancos quimioterapéuticos. !

1.3.1 Superficie celular: en la superficie celular de los tripanosomatides se consideran

tres estructuras fundamentales: el glicocalz, la bicapa lipidica y el citoesqueleto.

1.3.1.1 El glicocédliz: se encuentra como una capa fina que recubre los parasitos que
esta compuesta por glicoconjugados uniformemente distribuidos en el cuerpo basal y el
flagelo. Los glicoconjugados gp90 y gp82 constituyen antigenos de superficie que por
sus caracteristicas estructurales pueden ser consideradas miembros de gp85, familia
sialidasa que son expresadas genéticamente en las formas tripomastigotes metaciclicos
presentes en el tracto digestivo del insecto vector. Las glicoproteinas gp90 y gp82 estan
involucradas en la penetracién del parasito en las células hospedadoras y tiene

importancia inmunolégica.

1.3.1.2 La bicapa lipidica: es la estructura del parasito de mayor interés para la
basqueda de blancos quimioterapéuticos, ya que poseen los blancos potenciales
proteicos intercalados que estan presentes en todas las formas morfoldgicas de
Trypanosoma cruzi, dichas proteinas se encuentran distribuidas uniformemente en la

membrana plasmatica. ©

Otros blancos potenciales serian los esteroles, los cuales se ubican en la parte
externa de la membrana. Esta estructura esteroidal se inserta en la bicapa de
fosfolipidos, con el hidroxilo libre interactuando con las cabezas polares de los

fosfolipidos. En los organismos que poseen esteroles como el ergosterol y el sitosterol



con la cadena lateral alquilada, se asocia con la fluidez de la bicapa y la permeabilidad

de algunos metabolitos de la misma. !

1.3.1.3 El citoesqueleto: el citoesqueleto de los tripanosomatides esta formado por una
capa de microtubulos localizados por debajo de la membrana plasmatica (microtibulos
subpeliculares), cuyo estudio realizado por diferentes técnicas micrograficas muestran
puentes de uniones entre los microtibulos presentes en la membrana plasmatica y en
las cisternas del reticulo endoplasmatico. De manera que el citoesqueleto de los
tripanosomatides es muy particular, sus componentes presentan cierta similitud con los
del hospedador mamifero cuyo citoesqueleto posee filamentos de actina, microtubulos y

filamentos intermedios.

1.3.2 La via endocitica: el Trypanosoma cruzi posee la capacidad de tomar y
almacenar proteinas exdgenas en organelos especiales: los reservosomas, los cuales
son movilizados bajo condiciones de estrés nutricional. La alta actividad de las
hidrolasas y particularmente de las proteasas como la cruzipaina que se encuentra en
el reservosoma, cuando estas son inhibidas bloguean la diferenciacién de los
epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos y la invasion de los parasitos a la célula

hospedadora.

1.3.3 El complejo cinetoplasto-mitocondria (K-M): el cinetoplasto tiene una forma
redondeada por debajo de la base del flagelo y corresponde a un ADN extranuclear
condensado dentro de una region bien definida de la mitocondria. El cinetoplasto
constituye el 30% del ADN total de la célula, constituido por maxicirculos de ADN que
se presentan como una malla caracteristica de la mitocondria y minicirculos de ADN.
Estos minicirculos de ADN son altamente heterogéneos en secuencias de pares de

bases, permitiendo distinguir diferentes cepas y clones de las especies. !



1.3.4 El glicosoma: la via glicolitica no esta regulada en los puntos de control clasicos
(hexoquinasa y fosfofruasctoquinasa) por los intermediarios de enzimas glicoliticas y
efectores, si no por la enzima fosfoglicerato quinasa contenida en el glicosoma. El
glicosoma es un organelo que puede ser redondeado con un diametro de 0,3 um o
alongado de 2,8 um, pertenece al grupo de los peroxisomas presentando catalasa en

algunas especies y enzimas involucradas en la oxidacion de los aminoacidos y lipidos.
(9]

1.3.5 El flagelo: el flagelo de los tripanosomatides esta involucrado en dos funciones
bioldgicas importantes: movimiento celular y unién del protozoario a la superficie celular
del hospedador vertebrado y al intestino del hospedador invertebrado. Ademas esta
presente el cuerpo paraflagelar como una estructura axial con un complejo arreglo de

estructura filamentosa de mayor naturaleza proteica. !

1.3.6 El nucleo: el ndcleo en estos organismos no ha sido estudiado con detalle.
Usando microscopia electronica de transmision se ha observado que en células en
interfase presenta cromatina localizada en la periferia nuclear y un nucleolo localizado
al centro. Al comienzo de la divisién la cromatina se dispersa y el nucleolo desaparece,

apareciendo el nticleo menos denso y de apariencia homogénea.

1.3.7 ElI metabolismo del tripanotion: el glutation, L-y-glutamilcisteinil-glicina, un
tripéptido conteniendo un grupo sulfhidrilo, esta presente en altas concentraciones (5
mM) en todas las células eucariotas, donde una de las principales funciones es la de
proteger contra los dafios resultantes del estrés oxidativo caracteristicos del
metabolismo aerdbico. ElI metabolismo del glutation en tripanosomas varia
significativamente con respecto a las células de los mamiferos, en los tripanomastideos,
del 10% al 30% del mismo se encuentra como péptido libre, siendo el resto conjugado
mediante dos reacciones ATP dependientes, formando los isomeros N! —glutationil

espermidina y N® —glutationil espermidina, denominado tripanotion. ©



1.4 Esteroides y Esteroles:

Con el termino “esteroides”, se denomina a un grupo de sustancias que poseen
el nucleo del ciclopentano-perhidrofenantreno, que puede o no presentar una cadena
lateral en C-17, asi como los metilos angulares en C-10 y C-13. Aunque esta
clasificacion puede traer confusiones en cuanto al tipo de sustancias presentes, pues
no indica diferencias estereoquimicas en la fusion de los anillos o en la cadena lateral.
Se designa con este término a los derivados al menos en principio, del lanosterol y por
ello es frecuente encontrar incluidos en este grupo a los acidos célicos, espirostanoles,
bufandlidos y cardandlidos, asi como otros esteroles: furostanos, ergostanos y
estigmastanos. Sin embargo, se prefiere designar como esteroides a los derivados de

pregnano, androstano, estrano y gonano, y a los restantes como “esteroles”. *®!

Debido a la importancia farmacolégica de estos compuestos, pues comprenden
sustancias vitales: hormonas sexuales, vitamina D, hormonas corticoides, compuestos
cardiotonicos, antibidticos y toxinas, se han desarrollado un gran numero de analogos
sintéticos con intenciones, entre otras cosas, suplantar, modificar o comprobar la

estructura de aquellos aislados de la naturaleza. ™*®
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Figura 9. Nucleo de ciclopentano-perhidrofenantreno. [19]



1.4.1 Ergosterol: Biosintesis y relacién con la enfermedad de Chagas.

El ergosterol es un esterol perteneciente a la familia de los micosteroles, de
formula molecular C2sH440, de Peso molecular 369,66 g/mol y de punto de fusién 170

°C, es soluble en alcoholes, éter y acetona e insoluble en agua.

Es un componente lipidico de la membrana sobre el cual actia la mayoria de los
farmacos antimicoticos. Es el esterol que predomina en las células fungicas y de
protozoarios, entre sus funciones, da fluidez e integridad a la membrana, permite la
funcién apropiada de muchas enzimas unidas a ella y, al favorecer la funcion de la
quitina sintetasa, permite el crecimiento y la division celular. Las levaduras y los hongos
filamentosos presentan, generalmente células hijas, por lo que es preciso que la

membrana sea bastante dinamica.

Los compuestos inhibidores de la biosintesis de ergosterol son los mas
prometedores enfoques para el desarrollo de mas potentes y seguras drogas anti
Trypanosoma cruzi, al igual que muchos hongos y levaduras, estos protozoarios
requieren especificos esteroles 24-alquilados para la viabilidad y proliferacion de las
células en todas las etapas de su ciclo de vida y no pueden usar el abundante
suministro de colesterol presente en los mamiferos hospedadores. %2 Por esta razén la
alteracion o deficiencia de ergosterol en la membrana celular traeria como
consecuencia problemas en las funciones metabdlicas y por consiguiente en la sobre

vivencia de los protozoarios.

=D

Figura 10. Estereoquimica del ergosterol. [23]



La biosintesis del ergosterol esta compuesta por una serie de etapas, el primer
paso es la sintesis del acido mevaldnico (4) a partir de Acetil-CoA (1), esta es una
condensacion del tipo Claisen, la cual ocurre entre dos moléculas de Acetil-CoA para
formar una molécula de Acetoacetil-CoA (2) mediada por la enzima Acetoacetil-CoA
tiolasa (i). Esto es seguido por la incorporacién de una segunda molécula de Acetil-CoA
en un proceso del tipo aldol para producir (S)-3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (3), bajo el
control de Hidroxi-metilglutaril-CoA sintasa (ii). Luego ocurre la reduccion de Hidroxi-
metilglutaril-CoA por medio de (S)-3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (iii) para asi
formar el acido mevalonico (4). Esta reaccion es irreversible en condiciones fisioldgicas

y asi constituye una clave en la biosintesis de esteroides. %!
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Figura 11. Formacion del &cido mevalénico.

El Segundo paso es la conversién del acido (R)-mevalonico en isopentil
pirofosfato (7), donde el alcohol primario en el carbono 5 requiere de tres reacciones de
fosforilacidn consecutivas, las cuales proceden de la siguiente manera; obtencion del

acido (3R)-mevalonico-5-fosfato (5) y luego el acido (3R)-mevaldnico-5-pirofosfato (6),



los cuales son catalizados por las enzimas mevalonato quinasa (iv), mevalonato-5-
fosfato quinasa (v) y mevalonato-5-pirofosfato descarboxilasa (vi), para asi formar el

isopentil pirofosfato (7). 4!
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Figura 12. Obtencion de isopentil pirofosfato a partir de acido mevaldnico. [24]

El tercer paso es la formacién de escualeno epéxido a partir de isopentil
pirofosfato, la enzima dimetilalil difostato isomerasa (vii) cataliza el rearreglo reversible
1,3-alilico antara facial del sustrato homoalilico (7) a su isomero alilico, dimetilalil
pirofosfato (8). Luego la enzima farnesil pirofosfato sintasa (viii y ix) cataliza la
biosintesis de farnesil pirofosfato (11), primero ocurre la condensacion de la cabeza de
isopentil pirofosfato (7) con la cola de dimetilalil pirofosfato (8) para formar un
compuesto Cio, geranil pirofosfato (9) el cual sirve como sustrato alilico para una
segunda condensacién con isopentil pirofosfato (7) para producir un compuesto Cis,
farnesil pirofosfato (10). Seguidamente se produce la sintesis del escualeno (12), este
se prduce en dos etapas, primero la condensacién de dos moléculas de farnesil

pirofosfato (10), (cabeza con cabeza) para formar preescualeno pirofosfato (11) el cual



seguidamente sufre un rearreglo reductivo, requiriendo para esto una molécula de

NADPH. Ambos pasos ocurren bajo la direccidon de la enzima escualeno sintasa (X y xi).
[24]
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Figura 13. Formacion de escualeno. [24]



El cuarto paso es la conversion de escualeno a lanosterol, donde inicialmente el
escualeno pasa a (3S)-2,3-oxidoescualeno (13) catalizado por la enzima escualeno
monoxigenasa (xii) donde seguidamente ocurre la ciclacion de este ultimo mediante la

enzima oxidoescualeno-lanosterol ciclasa (xiii) para producir el lanosterol (14).

il

(14)

. ., 24
Figura 14. Conversién de escualeno a lanosterol. [24]
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Figura 15. Ciclacion postulada de (3S)-2,3-oxidoescualeno a lanosterol. [24]



En el Ultimo paso interviene la enzima lanosterol 14a-demetilasa (xiv), es la
primera enzima encontrada en la transformacion del lanosterol (14) para obtener (15),
luego ocurre la reduccién del enlace A para asi formar el 4,4-dimetilzimosterol (16)
mediante la enzima A-reductasa (xv), posteriormente por medio de la enzima C-4
esterol metil oxidasa (xvi y xvii) se produce el 4-dimetilzimosterol (17) y el zimosterol
(18), este ultimo es transformado por A%*®®-esterol metil-transferasa (xviii) a fecosterol
(19) e inmediatamente ocurre una isomerizacién por medio de A%, A’ isomerasa (xix)
para producir (20). El A’ doble enlace es convertido a A>’ sistema dieno en el anillo B
por medio de A’-esterol 5-desaturasa (xx) para formar (21). Los dos Gltimos pasos en la
biosintesis del ergosterol son mediados por las enzimas A%’-desaturasa (xxi) y por
A**®8)_ esterol reductasa (xxii), las cuales entre ellas primero introducen un nuevo
enlace en la cadena para formar (22) y luego remueven el A**®® doble enlace para asf

producir ergosterol (23). 4

La mayoria de los inhibidores de la biosintesis del ergosterol (ver figura 4),
incluyendo Benznidazol (ver figura 3) contienen los anillos imidazol oly triazol y se
clasifican como las drogas azoles. El principal modo de accién de estas drogas como
agentes antiprotozoarios y antifungicos se considera que son inhibidores de las
enzimas esterol C-24 metil-transferasa o C-14a desmetilasa, inhibiendo asi la

biosintesis del ergosterol.



(20)

Figura 16. Conversién de lanosterol a ergosterol. [24]



1.4.2. Colesterol:

Su estructura fue definitivamente establecida por difraccion de rayos X en 1952. Se
encuentra ampliamente distribuido en los tejidos animales, especialmente en el tejido
nervioso, glandulas suprarrenales, yema de huevo y es el componente principal de los
calculos biliares. ™® El nombre de colesterol proviene del griego kole (bilis) y stereos
(solido), por haberse identificado por primera vez en los calculos de la vesicula biliar por
Michel Eugéne Chevreul quien le dio el nombre de “colesterina”. *°!

El colesterol esta constituido por un nucleo esteroidal de ciclopentano-

perhidrofenantreno, que presentan varias sustituciones:

Dos radicales metilos en las posiciones C-10y C-13.
Una cadena alifatica ramificada de 8 carbonos en la posicién C-17.

Un grupo hidroxilo en la posicion C-3.

A

(25]

Una insaturacion entre los carbonos C-5y C-6.

CH5

Figura 17. Estructura quimica del colesterol. (18]



El colesterol es imprescindible para la vida por sus numerosas funciones: Precursor
de la vitamina D, Precursor de las hormonas sexuales, Precursor de las hormonas
corticoesteroidales, Precursor de las sales biliares, Precursor de las balsas de lipidos y
funcién estructural: el colesterol es un componente muy importante de las membranas
plasméticas de los animales (en general, no existe en los vegetales). Aunque el
colesterol se encuentra en pequefia cantidad en las membranas celulares, en la
membrana citoplasmatica lo hallamos en una proporcion molar 1:1 con relacion a los
fosfolipidos, regulando sus propiedades fisico-quimicas, en particular la fluidez. Sin
embargo, el colesterol se encuentra en muy baja proporcion o estd practicamente

ausente en las membranas subcelulares. ?°

El colesterol que su vez es el precursor de los demas esteroides fisiolégicamente
importantes, es biosintetizado a partir de lanosterol, mediante la perdida de los dos
metilos en C-4, perdida del metilo en C-14, reduccién del doble enlace de la cadena
lateral y migracion del doble enlace endociclico. *®

(18]

Figura 18. Obtencidn de colesterol a partir de lanosterol.



1.5. Reacciones de Oxidacion:

Los quimicos organicos asocian la oxidacién con la separacion de hidrogeno y
con la formacion de un nuevo enlace, bien entre dos atomos ya presentes o entre un
atomo inicial y un atomo de oxigeno. Otra manera de enfocar la oxidacion se basa en la
perdida de electrones. *® Sin embargo, en las moléculas organicas resulta a veces
complicado establecer si un carbono gana o pierde electrones en los productos finales
de una reaccion, por ello se prefiere determinar si la molécula cambia su estado de

oxidacion. 7]

En las reacciones de oxidacion de rompen dos enlaces: X-H y Ca-H y se forman

enlaces multiples entre Ca y X. Estas reacciones son tipicas de alcoholes, tioles y

fenoles. 7

[

HC—Cqg—X H = H.Lo—C—X¥ * 2H
| TOE
CHa CH,

1.5.1 Oxidacion de alcoholes:

Los alcoholes pueden ser oxidados a compuestos carbonilicos: un alcohol
secundario dara una cetona y uno primario, un aldehido. Con la mayoria de los agentes
oxidantes los aldehidos son mas reactivos que los alcoholes hacia la oxidacién por lo
gue usualmente, cuando se oxida un alcohol primario la oxidacion procede hasta la
formacion del acido carboxilico. Los alcoholes terciarios no reaccionan, a menos que en

condiciones extremas se rompa un enlace C-C. #”!



Los agentes oxidantes de alcoholes mas frecuentemente utilizados son los
derivados de Cr', Mn" o Mn"Y. El cromo hexavalente se reduce a Cr'"' mientras que el
manganeso heptavalente se reduce a Mn" en disolucién acida o a MnO2 en medios
neutros o basicos. Las fuentes de Cr"' son el dicromato de sodio dihidratado en
disolucién &cida o el anhidrido cromico en una gran variedad de disolventes (reactivo de

Sarett si es piridina, reactivo de Jones si es una mezcla de acetona y acido sulftrico
acuoso). ¢

La oxidacion de los alcoholes suele realizarse con acido cromico:

H—}—GH + cr

R

R
>:[] E Cr

La primera etapa de la reaccion es la formacion de un ester cromico:

O O
I |

R—OH + HO—Cr—0H ———— = R—0—Cr—O0H + H0

O

Si el ester posee un atomo de hidrogeno en a, puede ocurrir una eliminacion:

.
r—0H —— Hs0

[ el

HoO:  H

R
* R>:c: +  CrogH-

]

]



El cromo se reduce desde un numero de oxidacion +6 a +4. El H2CrOs no es
estable por lo que se desproporciona con un Cr"' para dar dos moléculas con Cr". Cada
una de estas ultimas oxida a una molécula de alcohol y se convierte durante este

proceso en Cr. El atomo de carbono en a respecto al alcohol queda oxidado por la

separacion del atomo de hidrégeno y por la formacién de un nuevo enlace C-O. ?°

1.6. Adicion al doble enlace carbono-carbono:

La quimica de los alquenos es, principalmente la quimica del doble enlace
carbono-carbono, este enlace consta de un enlace s fuerte y de un enlace p mas débil.
Desde un punto de vista termodinamico, podemos esperar que los alquenos den lugar a
un tipo de reacciones en la que se rompa el enlace p y se formen dos enlaces s mucho
mas fuertes. La geometria de un alqueno es tal que permite un acceso facil a los
electrones p desde un punto de vista estéreo, por lo que sus reducciones también
resultan cinéticamente favorables. Esta clase de reacciones se denominan reacciones

de adicion: 2

R R
S—=—=" . N —g
R/ \R X i .

En una reaccién de adicion, una molécula insaturada y un reactivo se combinan
para dar un Unico compuesto saturado. La molécula del producto contiene dos nuevos
enlaces s, mientras que la de los reactivos poseian un enlace p (el alqueno) y un enlace

s (el reactivo X-Y). ?°!



1.6.1. Adiciones electréfilas a los alquenos: adicion de acidos

Los &cidos protdnicos, se adicionan a los alquenos como reactivos electrofilos
tipicos. En medios adecuados, los &cidos protonicos suficientemente fuertes, como el
acido sulfarico, halogenuros de hidrogeno y el acido trifluoracético, reaccionan
rapidamente con los alquenos. Acidos mas débiles, como el agua y el acido acético, no
se adicionan por si solos pero las adiciones se catalizan mediante trazas de un acido
fuerte. La mas importante de estas reacciones desde el punto de vista de su interés

como método de sintesis, es la hidratacién de alquenos para obtener alcoholes. 2°

R R R
D= e
R

1.7. Reactivos de Girard:

El reactivo de Girard fue introducido por primera vez por Girard y Sandulesco en
1936, donde implantaron un método de separacion de cetonas y aldehidos de una
mezcla utilizando este tipo de reactivos. Especificamente solo utilizaron dos reactivos

llamados: Girard-T (trimetilamina) y Girard-P (piridina). *®

cr 0 NH
\HNH”H{,’;U S TNHp
| | "
‘-ff HN""\\.\_‘ N+ -

(@)

Figura 19. Estructura de los reactivos de Girard: (a) Girard-P, (b) Girard-T. [28]



El uso principal de estos reactivos es el aislamiento de pequefas cantidades de
cetonas de mezclas de otras materias organicas, que estan contenidas en productos
naturales. EI compuesto ceténico es disuelto en alcohol que contiene 10% de &cido
acético, la mezcla es calentada por 30-60 minutos con el reactivo de Girard en un
pequefio exceso. La solucién es enfriada y se diluye con agua que contiene suficiente
cantidad de NaOH para neutralizar el 4cido acético. Se realizan extracciones con éter
para remover los compuestos no cetonicos, los derivados de hidrazona solubles en
agua son revertidos por la adicién de algun acido mineral con una concentracién 0,5 Ny
luego de reposo por una hora a temperatura ambiente, los compuestos ceténicos

liberados son extraidos con éter. 2

L)

g

o NH
\\\. -
R Alcohal/HAC R N
Girard-T + > 0 HaC, J

+ =

Los reactivos de Girad son preparados por la reaccion de hidracina hidratada con
sales cuaternarias de nitrégeno, estas sales se forman a partir de cloroacetato de etilo y
sustratos que contenga nitrogeno capaz de formar sales cuaternarias. Por ejemplo:

trimetilamina, piridina, imidazol, derivados de imidazol, triazol, triacina.

friacina  cloroacetato de etilo ] o ) o
sal cuaternaria de triacina Girard-triacina

Figura 20. Obtencion del reactivo Girard-Triacina.



2. ANTECEDENTES

Shepherd y colaboradores (1955) obtuvieron 4,7,22-ergostatrieno-3-ona
(ergosterona) con un rendimiento del 77%, mediante la oxidacion de Oppenauer de
ergosterol utilizando ciclohexanona e isopropoxido de aluminio en tolueno a
temperatura de ebullicion. El transcurso de la reaccién se midio aislando muestras de la
mezcla de reaccion y midiendo la desaparicion del maximo del eregosterol (282 nm) y la

aparicion del maximo de A*-3-cetona (242 nm) del respectivo espectro ultravioleta. =%

CH;

CH;

Figura 21. Oxidacion de ergosterol a ergosterona. [30]



Beugelmans (1969) estudi6 la oxidacion de alcoholes alilicos con anhidrido
cromico y hexametilfosfotriamida (HMPT) obteniendo resultados muy favorables,
observando que la reaccion de oxidacion es lenta, la cual logré acelerar al aumentar la
temperatura hasta 50° C. Algunos de los sustratos estudiados fueron: 3b-D*-colesterol

(a) y 3a-D*-colesterol (b), 3b,20b-dihidroxi-D*-pregnano (c). %

HLC

HC

HMPTICTO:

R S

Figura 22. Oxidacion de alcoholes alilicos con anhidrido cromico y HMPT. (311



Sasaki y colaboradores (2001) utilizaron el dimetildioxirano (DMDO) para la
oxidacion selectiva de esteroides polifuncionales, este reactivo es capaz de realizar
varias transformaciones quimicas que dependeran del tiempo de reaccion, debido a que
el es un fuerte oxidante, entre las reacciones principales se encuentran la de alcoholes
primarios a acidos carboxilicos, alcoholes secundarios a cetonas, alquenos a epoéxidos,

aminas a compuestos nitrados, entre otros.

F—P’\.\ ,:,»"*’D
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OCHz
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—_—
HO
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P o
s
OCH3
OCH3
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—_—
HO
OH
,.-"/

OCHz

(32

Figura 23. Oxidacion selectiva de esteroides polifuncionales con DMDO



Pérez (2004) estudio la actividad bioldgica de derivados de ergosterol sobre
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. Para dicho estudio realizo la reduccion de
ergosterol utilizando el reactivo de Jones (trioxido de cromo en acido sulfarico y agua)
obteniendo un rendimiento del 80%, cabe destacar que la estructura de la ergosterona
en este trabajo no esta establecida, o mas bien esta equivocada en base a los
resultados obtenidos posteriormente, pues el espectro IR mostr6 dos bandas
carbonilicas, mientras que el espectro RMN *H evidencio que el doble enlace en C,,-Cas
estaba intacto. Luego hizo reaccionar el producto (ergosterona) con el reactivo de

Girard-1 (el cual se obtuvo por la reaccion de imidazol, cloroacetato de etilo y hidracina

con un 30% de rendimiento) para obtener una hidrazona (ergosterona-Girard-1) con un
[33]

rendimiento del 4%

r'Ha "‘Ha

CroaHz 504

Figura 24. Obtencion de ergosterona a partir de ergosterol. [33]



CH:

Figura 25. Obtencion de la hidrazona ergosterol-Girard |. [33]

Gaertner y colaboradores (2007) obtuvieron 17-hidroxi-5a-estran-3-ona a partir
de 19-norandrost-4-eno-3,17-diona en solucion de terbutanol y THF, agitando durante
90 min. y agregando gota a gota una solucién de amonio que contenia pequefias piezas

de litio hasta que la solucién se tornara de color amarillo claro. #*

CHy f

+OHITHF
—_—
o Li/NHs

Figura 26. Reduccion de 19-norandrost-4-eno-3,17-diona con Li/NH3. [34]



Parr y colaboradores (2007) realizaron la reduccion con K-selectride (tri-2-
butilborohidruro de potasio, en THF 1M) de 5&-androst-1-eno-3,17-diona para obtener
una mezcla de 5¢ -androstano-3¢, 17¢ -diol. La reduccion se detuvo luego de una hora
agregando agua y los productos fueron extraidos con TBME, separados por HPLC e
identificados por un detector de UV a 200 nm. ¥

S
o
H
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&80 2% 10: 50, 14%:

Figura 27. Reduccion de 5¢-androst-1-eno-3,17-diona con K-selectride. [35]



Ji-Zhong y colaboradores (2007) trataron 17B-hidroxiandrost-4-eno-3-ona, 17a-
metil-17B-hidroxiandrost-4-eno-3-ona y 17f -hidroxiestr-4-eno-3-ona en una mezcla de
etanol y Nitrato de cobre dihidratado con propargilamina (CHCHCH2NHz). La mezcla de
los reactivos se llevo bajo control atmosférico a temperatura ambiente, luego la reaccion
se llevo a cabo en reflujo con agitacién continua por 12 horas, se dejo enfriar y se filtro

para remover el catalizador. El producto fue purificado por cromatografia utilizando silica
(36]

gel y una mezcla éter de petréleo-dietil éter (6:1).

NH: 1. RiuCH: RxH
2 RiCH: Rz CHs
3 RrH R=H

CUMOz)z. 3HzO/EIOH

(36]

Figura 28. Sintesis de derivados esteroidales de piridina.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:

Sintetizar derivados de ergosterol como posibles drogas con actividad

antiprotozoarios (Trypanosoma cruzi).

3.2. Objetivos Especificos:

Realizar la oxidacion de ergosterol utilizando el reactivo de Jones y establecer

plenamente Su estructura.

Sintetizar los reactivos: Girard-Imidazol, Girard-Triacina y Girard-Triazol.

Obtener las hidrazonas respectivas al hacer reaccionar el producto de oxidacion
del ergosterol con los reactivos: Girard-1, Girard-Tr, Girard-P, Girard-T y Girard-
Tc.



4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL:

4.1. Solventes y reactivos:

Se emplearon reactivos de las marcas: Aldrich, BDH Biochemicals, MERCK y
Riedel de Haén, su pureza fue verificada por CCF. En algunos casos fueron purificados

mediante las técnicas apropiadas.

Los solventes utilizados son de grado técnico, previamente destilados, sin

embargo en ocasiones que lo ameritaban se utilizaron solventes de grado PA*.

Acetona* (CH3COCH?3)

Acido acético (CH3COOH)

Acido clorhidrico (HCI)

Acido oxalico (COOHCOOH)

Acido sulfarico (H2S04)

Alcohol isopropilico (CHsCHOHCH3s)
Agua destilada (H20)

Anhidrido acético (CH3COOCOCH?3)
Anhidrido crémico (CrOs)
Cloroacetato de etilo (CICH2COOCH2CH?3)
Colesterol (C27H460)

Diclorometano (CH2Cl2)

Ergosterol (C2sH440)

Etanol* (CH3CH20H)

Hidracina hidratada (NH2NH2)



Hidroxido de sodio (NaOH)
Imidazol (C3H4N2)

Metanol (CH3OH)

Piridina (CsHsN)

Reactivo de Girard-P (C7H10CIN3O)
Reactivo de Girard-T (CsH14CIN30)
Sulfato de sodio (Naz2S0a4)
Terbutanol ((CH3)3COH)
Tetracloruro de carbono (CCls)
Triacina (C3H3N3)

Triazol (C2H3N3)

4.2. Soportes cromatogréficos:

Cromatografia de columna: se empleé como adsorbente 6xido de aluminio
(alumina) MERCK, estandarizado para andlisis cromatograficos por adsorcion

seg. Brockmann.

Cromatografia de capa fina: se emple6 como adsorbente 6xido de aluminio
(alimina) Machery-Nagel, de dimensiones 20 x 20 cm. y espesor de 0,2 mm. con

indicador de fluorescencia UVsg.



4.3. Equipos utilizados:

Equipo de resonancia magnética nuclear, marca JEOL, modelo Eclipse 270:

campo de aplicacién 270 MHz para *H y 67,5 MHz para *°C.

Equipo infrarrojo, modelo Espectrometro IR 200 con las siguientes

caracteristicas:

Fuente: Laser de Diodo
Detector: Estado Solid6é (DTGS) LiTaOs
Celdas: NaCl

Espectrometro de absorcién molecular (UV), marca THERMO electron, modelo

Nicolet evolution 300 con las siguientes caracteristicas:
Fuente: LAmpara de arco de Xendn

Cubetas: 1 cm.

Selector de longitud de onda: Monocromador

Elemento dispersante: Red

Detector: Fotomultiplicador

Fusiometro de marca SYBRON-Thermolyne, modelo MP-12615.

Lampara UV multibanda UV-254/365, modelo UVGL-25 de marca Entela.

Rotavapor modelo RE 200 de marca Yamato con bafio de agua modelo BM 100.



4.4. Derivados de colesterol:

4.4.1. Oxidacion de colesterol, obtencion de 4-colestan-3,6-diona:

Se disolvié 0,50112 g (1,30x10 mol) de colesterol en 100,00 mL de acetona,
seguidamente se agrego gota a gota una solucién de reactivo de Jones ®”, que
consistia en 0,31045 g (3,11x10° mol) de anhidrido crémico y 1,00 mL de &cido
sulfirico en 5,00 mL de agua destilada. La solucidon final se agito a temperatura

ambiente por 12 horas. El transcurso de la reaccién fue seguido por CCF.

Luego de completarse la reaccion se agregaron 200,00 mL de agua destilada y
se realizaron sucesivas extracciones con diclorometano, la capa organica fue secada
con sulfato de sodio, luego filtrada por pliegues y el solvente se dej6é evaporar. El sélido
obtenido se recristalizé con una mezcla 9,5-0,5 metanol-agua. Se obtuvo un sélido

amarillo claro.

Cantidad de producto obtenido: 0,26015 g
Rendimiento de la reacciéon: 50 %
Punto de fusiéon: 118-119 °C

Punto de fusién reportado: 119 °C B8



4.4.2. Sintesis de colesta-5-eno-3,7-diona:

4.4.2.1. Obtencién de colesta-5-eno-3B-O-acetato:

Se hizo reaccionar 1,38830 g (3,59x107° mol) de colesterol con 8,00 mL (8,38x10"
% mol) de anhidrido acético y 5,00 mL de piridina *?. La mezcla de agito a temperatura

ambiente por 18 horas.

Se agregaron 200,00 mL de agua helada y se filtr6 por pliegues, el filtrado fue
lavado con una solucién de HCI al 10%, resultando un sélido de color blanco finamente
dividido.

Cantidad de producto obtenido: 1,25380 g
Rendimiento de la reacciéon: 82 %
Punto de fusiéon: 112-114 °C

Punto de fusién reportado: 112 °C B9



4.4.2.2. Obtencion de colesta-5-eno-3B-O-acetato-7-ona:

cromato de t-butilo

0
Jor S'"—D
anh. aceticofac. acetico
HiC

Se prepardé una solucion de cromato de terbutilo agregando 19,0014 g de
anhidrido cromico con agitacién en 50,00 mL de terbutanol, luego se agregaron 150,00
mL de CCls, se colocd en un embudo de separacion para eliminar la capa acuosa y la
capa organica se sec6 con sulfato de sodio. La misma se evapor6 a presion reducida

hasta obtener un volumen de 100,00 mL 49,

Se mezclaron 1,15590 g (2,70x10 mol) de colesta-5-eno-3B-O-acetato, 10,00
mL de CCls, 3,00 mL de acido acético y 1,00 mL de anh. Acético. La mezcla se agitd
por 2 horas a 55 °C. Luego de afiadié 45,00 mL de la solucién de cromato de terbutilo
preparada anteriormente, 3,00 mL de acido acético y 1,00 mL de anh. Acético. La
mezcla se coloco en agitacion nuevamente durante 24 horas a una temperatura de 60-
65 °C. 1,

La mezcla se hidroliz6 con 100,00 mL de una solucion de acido oxélico al 10% y

se agito por 1 hora a temperatura ambiente. Se colocé en un embudo de separacion y



se extrajo sucesivas veces con diclorometano, la capa organica fue secada con sulfato
de sodio, luego filtrada por pliegues y el solvente se dej evaporar. El sélido obtenido se

recristalizd con una mezcla 9,5-0,5 metanol-agua. Se obtuvo un sélido de color blanco
de aspecto cristalino.

Cantidad de producto obtenido: 0,59535 g
Rendimiento de la reaccion: 50 %
Punto de fusion: 152-154 °C
Punto de fusién reportado: 155-156 °C



4.4.2.3. Obtencion de colesta-5-eno-3-ol-7-ona:

La hidrolisis se realizé disolviendo 0,58740 g (1,33x10 mol) de colesta-5-eno-
3B-O-acateto-7-ona y 0,15923 g (3,98x10°%) de NaOH en 20,00 mL de metanol. La
mezcla se agitdé durante 3 horas a temperatura ambiente. El transcurso de la reaccion

fue seguido por CCF.

Luego de completarse la reaccion se dejo evaporar el solvente y se lavo el sélido
remanente con 100,00 mL de una solucion de HCI al 5% vy se filtr6 por pliegues. Se

obtuvo un solido de color blanco.

Cantidad de producto obtenido: 0,27989 g
Rendimiento de la reaccion: 53 %
Punto de fusiéon: 116-118 °C.

Punto de fusién reportado: 116 °C 8



4.5. Oxidacion de ergosterol utilizando el reactivo de Jones:

Ergosterona

Se disolvié 0,10098 g (2,55x10™“ mol) de ergosterol en 50,00 mL de acetona,
seguidamente se agregd gota a gota una solucion de reactivo de Jones, que consistia
en 0,15321 g (1,53x10"® mol) de anhidrido crémico y 1,00 mL de &cido sulftrico en 5,00
mL de agua destilada. La solucion final se agitd a temperatura ambiente por 12 horas.

El transcurso de la reaccion fue seguido por CCF.

Luego de completarse la reaccion se agregd 2,00 mL de alcohol isopropilico y
se agitdé nuevamente por 2 horas. Se filtré la solucién para eliminar el sulfato de cromo

(1) y se dejé evaporar el solvente.

El crudo de reaccion se purificé por cromatografia de columna, utilizando 10,00 g
de alimina como adsorbente en una bureta de 25,00 mL y una mezcla de relacion

9,7:0,3 diclorometano-metanol.

Cantidad de producto obtenido: 0,05861 g
Rendimiento de la reaccion: 54 %
Punto de fusion: 266-268 °C



4.6. Sintesis del reactivo de Girard-Imidazol:

oh

HyM——NH,

Se disolvié 0,50145 g (7,37x10° mol) de imidazol en 20,00 mL de etanol, se
agregaron 1,00 mL (9,39 x10 mol) de cloroacetato de etilo y la mezcla se coloc6 en

reflujo a 90 °C por 72 horas.

Luego de retirar el reflujo, se coloco la mezcla en un bafio de hielo y se agregé

1,50 mL (2,86x10 mol) de Hidracina hidratada con agitacién, se continud la agitacion

por 20 minutos y se colocé la mezcla en un bafio de hielo y sal por 12 horas. El solido

obtenido fue recristalizado con metanol.

Cantidad de producto obtenido: 0,74512 g
Rendimiento de la reaccion: 58 %
Punto de fusién: 90-92 °C



4.7. Sintesis del reactivo de Girard-Triazol:

N o MeOH /\N NP
D2V S

O CH; CH-
N— ot H“Nf O 0
JH:N NH
o
N f,) HN
T TN

Se disolvié 0,52071 g (7,54x10° mol) de triazol en 20,00 mL de etanol, se
agregaron 1,00 mL (9,39 x10 mol) de cloroacetato de etilo y la mezcla se colocé en
reflujo a 90 °C por 72 horas.

Luego de retirar el reflujo, se coloco la mezcla en un bafio de hielo y se agregd
1,50 mL (2,86x10 mol) de Hidracina hidratada con agitacién, se continué la agitacion
por 20 minutos y se colocé la mezcla en un bafio de hielo y sal por 12 horas. El sélido

obtenido fue recristalizado con metanol.

Cantidad de producto obtenido: 0,89760 g
Rendimiento de la reaccion: 67 %
Punto de fusién: 84-86 °C



4 .8. Sintesis del reactivo de Girard-Triacina:

MelH

Se disolvio 0,50200 g (6,19x10° mol) de triazol en 20,00 mL de etanol,

agregaron 1,00 mL (9,39 x10 mol) de cloroacetato
reflujo a 90 °C por 72 horas.

Luego de retirar el reflujo, se coloco la mezcla en un bafio de hielo y se agregé

1,50 mL (2,86x10 mol) de Hidracina hidratada con
por 20 minutos y se coloco la mezcla en un bafio de

obtenido fue recristalizado con metanol.

M

Cl

WBAK

gw O ﬂch 5

} Hy M ——MH;

cl o

MH,
M <

de etilo y la mezcla se colocé en

agitaciéon, se continud la agitacion

hielo y sal por 12 horas. El sélido

Cantidad de producto obtenido: 0,80243 g
Rendimiento de la reaccion: 68 %
Punto de fusiéon: 118-119 °C



4.9. Reaccién entre Girard-T y ergosterona:

r'Ha

Se mezclaron 0,02531 g (5,93x10™° mol) de ergosterona y 0,02070 g (1,24 x10™
mol) del reactivo de Girard-T en 20,00 mL de metanol. La mezcla se coloco en reflujo a
90 °C por 20 horas.

Luego de retirar el reflujo se dejé evaporar el solvente, se lavo el residuo con

acetona y se filtré por pliegues. Se dejé evaporar el solvente nuevamente.

Cantidad de producto obtenido: 0,03618 g
Rendimiento de la reaccion: 84%



4.10. Reacciodn entre Girard-P y ergosterona:

Se mezclaron 0,02418 g (5,67x10° mol) de ergosterona y 0,01022 g (5,45 x107°
mol) del reactivo de Girard-P en 20,00 mL de metanol. La mezcla se coloco en reflujo a
90 °C por 15 horas.

Luego de retirar el reflujo se dejo evaporar el solvente, se lavo el residuo con

acetona y se filtro por pliegues. Se dej6é evaporar el solvente nuevamente.

Cantidad de producto obtenido: 0,03057 g
Rendimiento de la reaccion: 91%



CH;

Dﬁ/ o/ T
\frf\ /

Se mezclaron 0,02405 g (5,64x10™ mol) de ergosterona y 0,02087g (1,11x10™
mol) del reactivo de Girard-P en 20,00 mL de metanol. La mezcla se colocé en reflujo a
90 °C por 20 horas.

Luego de retirar el reflujo se dejo evaporar el solvente, se lavo el residuo con

acetonay se filtré por pliegues. Se dejo evaporar el solvente nuevamente.

Cantidad de producto obtenido: 0,03618 g
Rendimiento de la reaccion: 84%



4.11. Reaccion entre Girard-l y ergosterona:

r'Ha

Se mezclaron 0,02304 g (5,40x10™ mol) de ergosterona y 0,00982 g (5,56x107
mol) del reactivo de Girard-lI en 20,00 mL de metanol. La mezcla se colocé en reflujo a
90 °C por 15 horas.

Luego de retirar el reflujo se dejé evaporar el solvente, se lavd el residuo con

acetona y se filtro por pliegues. Se dej6é evaporar el solvente nuevamente.

Cantidad de producto obtenido: 0,02536 g

Rendimiento de la reaccion: 85%



4.12. Reaccion entre Girard-Tc y ergosterona:

r-Ha

OH ||
o

Se mezclaron 0,02268 g (5,32x10™ mol) de ergosterona y 0,01085 g (5,72x10
mol) del reactivo de Girard-Tc en 20,00 mL de metanol, la mezcla se colocé en reflujo a
90 °C por 15 horas.

Luego de retirar el reflujo se dejé evaporar el solvente, se lavo el residuo con

acetona y se filtré por pliegues. Se dejé evaporar el solvente nuevamente.

Cantidad de producto obtenido: 0,02484 g
Rendimiento de la reaccién: 83%



4.13. Reaccion entre Girard-Tr y ergosterona:

r'H-:'-

Se mezclaron 0,02125 g (4,98x10™° mol) de ergosterona y 0,00715 g (5,07x107°
mol) del reactivo de Girard-Tr en 20,00 mL de metanol, la mezcla se coloco en reflujo a
90 °C por 15 horas.

Luego de retirar el reflujo se dejé evaporar el solvente, se lavo el residuo con

acetona y se filtré por pliegues. Se dej6 evaporar el solvente nuevamente.

Cantidad de producto obtenido: 0,02500 g
Rendimiento de la reaccién: 91%



5. RESULTADOS Y DISCUSION:

El objetivo general de la presente tesis es el de preparar derivados de
ergosterona (producto de oxidacion de ergosterol) con diferentes reactivos de Girard.
Anterior a la presente tesis, se inicio la investigacion sobre este tema sin poder

determinar con plenitud la estructura de ergosterona.

El primer objetivo especifico de esta tesis es el de realizar la oxidacién de
ergosterol con el reactivo de Jones y establecer plenamente la estructura del producto.
SegUn un trabajo anterior ¥, el producto de oxidacién tiene dos grupos carbonilos, uno
de los cuales es una cetona a, B-insaturada, ya que el producto de oxidacién de
ergosterol mostré dos bandas carbonilcas en 1716 y 1664 cm™, en el espectro de IR y
un maximo de absorcion a 243 nm en el espectro UV, por otro lado, no se pudo obtener
espectros RMN confiables de dicho compuesto, posiblemente por contener residuos

contaminantes de cromo, el cual es paramagnético.

Para cumplir este objetivo se planted la obtencion de derivados similares, a partir
de colesterol a fin de obtener datos espectroscépicos; RMN *C, RMN H, IR y UV, que

ayudaran a la elucidacién de la estructura de ergosterona.

En el presente trabajo se plantean para el producto de oxidacion tres estructuras
posibles (a, b y c¢), presentadas a continuacién, las cuales son consistentes con los

datos espectroscoépicos tanto de IR como UV observados.
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5.1. Derivados de colesterol:
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Para obtener el derivado de colesterol con una estructura similar a la estructura a
se realizo la oxidacion de colesterol con el reactivo de Jones y para obtener una
estructura similar a la estructura planteada b, se plante6 la siguiente serie de

reacciones:
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Espectro N° 1. RMN *3C de colesterol.
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Espectro N° 2. RMN *H de colesterol.
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5.1.1. Oxidacién de colesterol, obtenciéon de Colesta-4-eno-3,6-diona:

H,C

El primer derivado de colesterol, fue el producto de la oxidacion del mismo

empleando el reactivo de Jones (1).

En el espectro RMN *3C (espectro N° 3) tomado en CDClIs de este producto, se
observan dos sefiales en 202, 37 ppm y 199,53 ppm, caracteristicas de grupos
carbonilos; sefiales en 161,13 y 125,48 ppm que pertenecen a los carbonos olefinicos
conjugados al grupo carbonilo en la posiciébn 3, siendo el primero el Carbono B.
También presenta una serie de sefiales entre 60 y 10 ppm que corresponden a los CH,
CH2 y CHs que presenta la molécula. Estas ultimas sefiales son caracteristicas de los

esteroides en general.

Por otro lado no esta presente la sefal en 71,85 ppm que corresponde al C-OH
gue se observa en el espectro del colesterol (espectro N° 1), lo que afirma la oxidacion
de dicho grupo.



El espectro RMN 'H (espectro N° 4) tomado en CDCIz del producto, presenta
como Unica sefial caracteristica, un singlete en 6,12 ppm perteneciente al protén
olefinico (C4-H).

En el espectro RMN *H (espectro N° 2) tomado en CDCIs del colesterol, este
proton olefinico se presenta como un triplete en 5,31 ppm ya que esta acoplado con los
protones del Carbono 7 (CH2).

En el espectro IR del compuesto (espectro N° 5) tomado en una pelicula liquida
de CHzCl2, se observa una sefial a 1603,8 cm™ que corresponde al stretching del doble
enlace A*y una sefial en 1687,0 cm™ que pertenece al stretching del enlace C=0 de las
cetonas a,3 conjugadas (C3 y C6).

En el espectro UV (espectro N° 6) del producto, se observa un méaximo de

absorcion a 246 nm, caracteristico de una cetona a, B-conjugada.

Como dato de interés, se ha reportado la transformacién de colesterol a colesta-
4-eno-3,6-diona en una pre-columna HPLC/UV, esto es utilizado para el analisis de
colesterol en sistemas bioldgicos, ya que el producto de oxidacion tiene una
absorbancia intensa a 250 nm. [*Z

Otra evidencia para la elucidacion de este producto es la comparacién de los
datos espectroscopicos experimentales con datos espectroscépicos reportados para

estigmasta-4-eno-3,6-diona (24-etil-colesta-4-eno-3,6-diona). **!



Tabla N° 1. Comparacién de datos espectroscépicos de RMN *C de colesta-4-eno-

3,6-diona y estigmasta-4-eno-3,6-diona.

N° Carbono | dc reportado**’ dc experimental*
1 CH2 35,6 35,58 * tomado en CDCI3
2 CH2 34,0 34,02 “
3C=0 5053 50337 pertenece a un CH-Et
4 CH 125,5 125,48
5C 161,1 161,13
6 C=0 199,5 199,53
7 CH2 46,8 46,86
8 CH 34,2 34,26
9 CH 51,0 51,02
10C 39,8 39,87
11 CH2 20,9 20,93
12 CH2 39,2 39,19
13C 42,6 42,59
14 CH 56,6 56,60
15 CH2 24,0 24,02
16 CH2 28,0 28,06
17 CH 55,9 56,01
18 CH3 12,0 11,95
19 CH3 17,5 17,56
20 CH 36,1 35,73
21 CH3 18,7 18,7
22 CH2 33,8 36,12
23 CH2 26,1 23,85
24 CH2 45,8 39,51
25CH 29,2 28,06
26 CH3 19,0 22,61
27 CH3 19,8 22,86




Espectro N° 3. RMN *3C producto de oxidacién de colesterol con Jones.
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Espectro N° 4. RMN *H producto de oxidacion de colesterol con Jones.
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Espectro N° 5. IR del producto de oxidacion de colesterol con Jones.
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Espectro N° 6. UV producto de oxidacion de colesterol con Jones.
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5.1.2. Sintesis de colesta-5-eno-3,7-diona:

5.1.2.1. Obtencion de colesta-5-eno-3b-O-acetato:

H,C

Para obtener este producto 2, se procedio a acetilar el grupo —OH presente en el
carbono 3 del colesterol, de manera de proteccion y asi realizar una oxidacion alilica en

el proximo paso y no afectar el grupo —OH.

En el espectro RMN **C (espectro N° 7) tomado en CDCls perteneciente al
producto de acetilacion de colesterol se observan las sefiales caracteristicas de este
compuesto: 170,23 ppm para el carbono carbonilico del grupo acetil introducido; 139,52
ppm para el carbono cuaternario (5); 122,60 ppm perteneciente al carbono 6 (CH);

72,22 ppm para el carbono 3 (C-OAc).

En el espectro RMN *H (espectro N° 8) tomado en CDCIls del producto de
acetilacion del colesterol se observan tres sefiales caracteristicas: un triplete en 5,34
ppm perteneciente al protén unido al carbono 6 (CH); un multiplete en 4,67 ppm que
corresponde al proton del carbono 3 (CH) y un singlete en 2,01 ppm que pertenece al

CHzs del grupo acetil introducido.



Espectro N° 7. RMN *3C del producto de acetilacién de colesterol.
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Espectro N° 8. RMN *H del producto de acetilacién de colesterol.
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5.1.2.2. Obtencion de colesta-5-eno-3b-O-acetato-7-ona:

H,C

Luego de obtener colesterol acetilado, se procedio a realizar una oxidacion alilica

del carbono 7 y asi obtener el compuesto 3.

En el espectro RMN *3C (espectro N° 9) tomado en CDCIs del producto de la
oxidacion alilica se observa el numero de sefales correspondiente para este
compuesto. Entre ellas 201,93 ppm caracteristica de un carbono (C7) carbonilico
conjugado; 170,29 ppm perteneciente al carbonilo del grupo acetil; 163,88 ppm
correspondiente al carbono cuaternario C5; 126,74 ppm para el carbono 6 (CH); 72,26

ppm que corresponde al carbono 3, el cual esta unido al grupo acetil.

Por otro lado en el espectro RMN *H (espectro N° 10) tomado en CDCls de este
compuesto se observan dos sefiales caracteristicas del mismo, como lo son: un singlete
en 5,66 ppm que pertenece al proton unido al carbono 6 (CH) y un multiplete en 4,67
ppm que corresponde al acoplamiento del proton presente en el carbono 3 (CH) con

sus protones vecinos.

En el espectro UV (espectro N° 11) del producto, se observa un maximo de

absorcion en 230 nm, caracteristico de una cetona a, -conjugada.



Espectro N° 9. RMN *3C del producto de la oxidacion alilica.
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Espectro N° 10. RMN H del producto de la oxidacién alilica.
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Espectro N° 11. UV del producto de la oxidacion alilica.
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5.1.2.3. Obtencion de Obtencion de colesta-5-eno-3b-ol-7-ona:

HaC

Luego de obtener el producto de oxidacion alilica se procedid a realizar una
hidrolisis del grupo acetil a fin de obtener el compuesto 4.

Las sefiales obtenidas mas caracteristicas del espectro de RMN *3C (espectro N°
12) tomado en CDCIs del producto obtenido fueron las siguientes: 202,44 ppm
correspondiente al grupo carbonilo conjugado (carbono 7); 165,29 ppm perteneciente al
carbono 5 cuaternario; 126,14 ppm para el carbono 6 (CH); 70,55 ppm correspondiente

al carbono unido al grupo —OH (carbono 3).

En el espectro de RMN *H (espectro N° 13) tomado en CDClIz del compuesto solo
se observan dos sefiales caracteristicas: un singlete en 5,66 ppm perteneciente al
protén unido al carbono 6 (CH) y un multiplete en 3,46 ppm que corresponde al
acoplamiento del protén del carbono 3 (CH) con sus protones vecinos. La desaparicion
de las sefiales correspondiente al carbonilo del grupo acetil en 170,29 ppm en el
espectro de RMN *C y de la sefial en 2,01 ppm del CHs del grupo acetil en el espectro

de RMN H confirman la hidrélisis del mismo.

La oxidacion del compuesto 4, se intento con PCC (pyridinium chlorochromate)
resultando negativa (se obtuvo el mismo compuesto) y con CrOzs/acido acético dio una

mezcla compleja. Por los momentos no se siguio intentando.



Espectro N° 12. RMN *3C del producto de la hidrélisis del grupo acetil.
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Espectro N° 13. RMN *H del producto de la hidrélisis del grupo acetil.
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5.2. Oxidacién de ergosterol utilizando el reactivo de Jones:

H4C

CH,
N

-1 H CH,

HsC

La oxidacion de ergosterol con el reactivo de Jones dio como resultado el

compuesto ergosta-7,22-dieno-5a-ol-3,6-diona (5).

El espectro IR (espectro N° 14) tomado en una pelicula liquida de CH2Clz,
presenta dos bandas carbonilicas, una en 1714,1 cm™ que corresponde a la cetona no
conjugada (C3) y otra en 1672,6 cm™ que pertenece a la cetona a,f conjugada (C6),
también presenta una banda ancha en 3340,3 cm™ caracteristica del grupo —OH

presente en el carbono 5 y una sefial en 1621,8 cm™ que pertenece al doble enlace A’.

En el espectro RMN **C (espectro N° 15) tomado en CDCls con algunas gotas de
MeOD del compuesto se observan siete sefales caracteristicas: en 212,16 ppm la
correspondiente al carbono carbonilico en C3; 198,29 ppm para el carbonilo conjugado
presente en C6; 166,23 ppm que pertenece al carbono cuaternario C8; 134,57 y 131,56
ppm que corresponden a los carbonos olefinicos 22 y 23 respectivamente; 118,65 ppm
para el CH presente en la posicion 7 y 78,74 ppm para el carbono 5 el cual esta unido

directamente al grupo —OH. (ver ampliacion, espectro N° 16).



En relacion al espectro RMN *3C de ergosterol (espectro N° 18) tomado en CDCls
con algunas gotas de MeOD, las sefiales correspondientes a los carbonos olefinicos 22
y 23 se observan en 135,89 y 131,60 ppm, lo que implica que la oxidacion no afecto la
insaturaciéon presente en los mismos. Ademas la sefial en 73,83 ppm que pertenece al
C3 que esta unido al grupo —OH no esta presente en el espectro del producto de

oxidacion.

El espectro RMN *H (espectro N° 17) del producto de oxidacién de ergosterol
tomado en CDCIs con algunas gotas de MeOD, se observan dos sefiales
caracteristicas: un singlete en 5,41 ppm del protén unido al carbono 7 y un par de
dobletes de tripletes en 4,96 ppm (J= 15,3 Hz) que pertenece a los protones unidos a

los carbonos olefinicos 22 y 23, debido al acoplamiento con sus protones vecinos.

Por otro lado, en el espectro UV (espectro N° 19) del producto de oxidacion de
ergosterol se observa una maximo de absorcion en 250 nm, el cual es un valor tipico

para este tipo de compuestos. *!! (A’-6-cetoesteroides)

Otro hecho que apoya la postulacion de la estructura 5 es la comparacion de los
datos espectroscépicos obtenidos en los espectros de RMN **C tanto del producto de
oxidacion de ergosterol como de los distintos derivados de colesterol obtenidos. En
dicha comparacion se concluyo que de las tres estructuras esperadas (a, b, c) la
estructura "c” era la mas adecuada, ya que las estructuras a y b fueron descartadas por
dicha comparacién, es decir, los datos espectroscépicos de RMN **C de los derivados
de colesterol con estructuras similares a las estructuras a y b no concordaban con los

datos espectroscépicos de RMN *3C de ergosterona.



Tabla N° 2. Comparacién de datos espectroscépicos RMN *3C de los distintos

derivados obtenidos.
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En cuanto al mecanismo de reaccion, se plantea, para la oxidacion del grupo —
OH presente en el carbono 3, la formacion de un éster de alcohol seguido por la

descomposicion con rompimiento del enlace C-H como se muestra a continuacion:

Hy

Hs

Luego ocurre la formacién de un epéxido en A>® el cual se representa por el

estado de transicién que se muestra. *!




Una vez formado el epdxido protonado, se produce la apertura del mismo
formando un carbocation terciario y un —OH en posicién a (C6), seguidamente ocurre un
ataque al carbocatidon por parte de una molécula de agua por el lado contrario al metilo
en C19, el cual se encuentra en posicion 3, para asi obtener un grupo —OH en posicion
a (C5). Luego el —OH en C6 se oxida siguiendo el mismo mecanismo mostrado en la

oxidacion del grupo —OH del carbono 3.
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Espectro N° 14. IR del producto de oxidacién del ergosterol.
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Espectro N° 15. RMN *3C del producto de oxidacion del ergosterol.
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Espectro N° 16. Ampliacién de la zona de campo medio del espectro RMN **C del

producto de oxidacién del ergosterol.
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Espectro N° 17. RMN *H del producto de oxidacién del ergosterol.
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Espectro N° 18. RMN *3C de ergosterol.
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Espectro N° 19. UV del producto de oxidacion de ergosterol.
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5.3. Sintesis del reactivo de Girard-Imidazol:

®>
{

En el espectro IR de Girard-1 (espectro N° 20) tomado en una pastilla de KBr, se
observa la presencia de una banda ancha en 3434,8 cm™ que corresponde al stretching
del enlace N-H del grupo amino secundario y del anillo de 6, dos sefales en 3242,3 y
3138,7 cm™ que corresponden al stretching asimétrico y simétrico del enlace N-H de la
amina primaria, también se observa una banda en 1628,4 cm™ que corresponde al

grupo carbonilo de imidas, dos bandas en 1575,9 y 1603,7 cm™ del anillo de imidazol y

una banda en 1494,3 que corresponde al stretching del enlace C-N.

No se logré obtener espectros de RMN **C y RMN *H confiables del compuesto,

por tal razén no se descarto haber obtenido la mezcla mostrada.
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Espectro N° 20. IR del reactivo de Girard-I.
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5.4. Sintesis del reactivo de Girard-Triazol:

1

BN
_z'{}lllr

N,
z_wx’

‘“&_ e

En el espectro RMN *3C de Girard-Tr (8) (espectro N° 21) se observan tres
sefales: 167,31 ppm que pertenece al carbonilo (C3); 144,86 ppm para los carbonos
del anillo de triazol (C1), los cuales son equivalentes por simetria y 46,05 ppm para el
carbono 2 (CH2)

La postulacion de esta estructura y no de alguna otra posible (9) donde el
reactivo fuese una sal cuaternaria y los carbonos aromaticos (1) deberian tener
diferentes desplazamientos quimicos, se debe también al valor del desplazamiento
qguimico del carbono 2 (CHz2), el cual se encuentra a campo un poco alto (46,05 ppm)

como para estar unido a un nitrdgeno con carga positiva.

[
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Espectro N° 21. RMN *3C del reactivo de Girard-Tr.
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5.5. Sintesis del reactivo de Girard-Triacina:

En el espectro IR de Girard-Tc (10) (espectro N° 22) tomado en una pastilla de
KBr, se observa la presencia de una banda ancha en 3422,5 cm™ que corresponde al
stretching del enlace N-H del grupo amino secundario, dos sefiales en 3242,8 y 3138,7
cm™ que corresponden al stretching asimétrico y simétrico del enlace N-H de la amina
primaria, también se observa una banda en 1627,7 cm™ que corresponde al grupo
carbonilo de imidas, bandas en 1577,0 y 1605,8 cm™ del anillo de triacina y una banda

en 1494,8 cm™ que corresponde al stretching del enlace C-N.

No se logré obtener espectros de RMN *3C y RMN *H confiables del compuesto.



%T

Espectro N° 22. IR del reactivo de Girard-Tc.
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5.6. Reaccidn entre Girard-T y ergosterona:

11

El compuesto de Girard-T utilizado es de procedencia comercial. (Espectro N°
23) tomado en D20. En este espectro s6lo se observan tres sefiales: 163,08 ppm

correspondiente al carbonilo; 64,46 ppm para el CHz2 y 54,59 ppm para los N-metilos.

Girard-T



En el espectro de RMN *3C del compuesto 11 (espectro N° 24), tomado en
MeOD se puede observar que no aparecen las sefiales (212,16 y 198,29 ppm)
caracteristicas de los carbonilos presentes en el compuesto ergosterona (5), lo que
indica la obtencion de las hidrazonas respectivas en ambos carbonos 3y 6.

Tabla N° 3. Asignacién de los desplazamientos mas caracteristicos de RMN *C

obtenidos para ergosterona-GToa.

N° Carbono d (ppm) N° Carbono d (ppm)
3 (C=N) 187,01 23 (CH) 132,38
5 (C-OH) 95,29 3" (C=0) 163,43*
6 (C=N) 187,01 3" (CH2) 63,46~
7 (CH) 116,61 6" (C=0) 163,77*

8 (C) 162,58+ 6~ (CH2) 61,15~

22 (CH) 135,46 N-metilos 53,39

* son intercambiables

~ son intercambiables

Se deberian observar dos sefiales correspondientes a los carbonos 3 y 6 con

ciertas diferencias pero solo se observa una, debido a la coincidencia accidental.

En el espectro también se observan sefiales alrededor de 150 y 120 ppm las

cuales no corresponden a este compuesto.



Espectro N° 23. RMN *3C del reactivo de Girard-T.
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Espectro N° 24. RMN *3C de ergosterona-GT.
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5.7. Reaccidn entre Girard-P y ergosterona:

CHy

CH;

CHy

El compuesto de Girard-P utilizado es de procedencia comercial. En el espectro
de RMN *3C (Espectro N° 25) tomado en D20 de este compuesto se observan sefiales
alrededor de: 170 ppm correspondiente al carbonilo; 147 ppm para los carbonos “orto™ y
“para” del anillo de piridina; 128 ppm para los carbonos "meta” del anillo piridinico y

alrededor de 63 ppm para el carbono CH2 de la estructura.

Girard-P



Esta reaccion se llevo a cabo variando la relacion estequiométrica, es decir, se
realizo con una relacién 1:1 y con una relacion 1:2 (2 moles de Girard por 1 mol de

ergosterona).

En el espectro RMN **C tomado en CDClIs (espectro N° 26) del compuesto 12, el
cual es el producto de la relacion estequiométrica 1:1, se observa la presencia de la
sefal que pertenece a la cetona no conjugada de la ergosterona, lo que implica que la
hidrazona se form6 con la cetona a,8 conjugada, contrario a lo que se espera

tedricamente.

Tabla N° 4. Asignacion de los desplazamientos mas caracteristicos de RMN *3C
obtenidos para ergosterona-GP.

N° Carbono d (ppm) N° Carbono d (ppm)
3 (C=0) 212,13 23 (CH) 132,60
5 (C-OH) # 6" (C=0) #
6 (C=N) 186,99 6~ (CH2) #
7 (CH) 117,03 o (CH) 146,56
8 (C) # m (CH) 128,29
22 (CH) 135,60 p (CH) 146,56

# No se observan con intensidad.

La sefal correspondiente a los carbonos “orto” y “para” presentes en el anillo de
piridina deberian salir con desplazamientos muy parecidos, por tal razén se observa

una sefial ancha en 146,56 ppm correspondiente a estos carbonos.



Espectro N° 25. RMN *3C del reactivo de Girard-P.
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Espectro N° 26. RMN *3C de ergosterona-GP.
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En el espectro RMN *3C tomado en CDCIs (espectro N° 27) del compuesto 13, el
cual es el producto de la relacion estequiométrica 2:1, no se observa la presencia de las
sefales (212,16 y 198,29 ppm) que pertenece a los carbonilos presentes en
ergosterona, lo que implica que las hidrazonas respectivas se formaron en ambos
carbonos carbonilicos (3 y 6).

CHy

CH
HyC s
“\\_\H/l\‘/

CHy

13



Tabla N° 5. Asignacién de los desplazamientos mas caracteristicos de RMN *3C

obtenidos para ergosterona-GPz2.

N° Carbono d (ppm) N° Carbono d (ppm)
3 (C=N) 187,33 8 (C) 163,46

5 (C-OH) 95,62 22 (CH) 135,47
6 (C=N) 187,15 23 (CH) 132,38

7 (CH) # 3" (C=0) 168,02*
3" (CH2) 62,43 0 (CH2) 146,46~
6" (C=0) 164,69* m (CH2) 127,56
6" (CH2) 60,52 p (CH2) 146,37~

* son intercambiables.
~ son intercambiables.

# No se observan con intensidad.



Espectro N° 27. RMN *3C de ergosterona-GPz.
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5.8. Reaccidn entre Girard-l y ergosterona:

14

Como se menciond en la discusién de la sintesis del reactivo de Girard-l, se
esperaba una mezcla para este reactivo, como consecuencia se obtuvo igualmente una

mezcla al realizar la sintesis de la hidrazona ergosterona-Gl (14).

Esta reaccion se realizo Unicamente con una relacion estequiométrica 1:1 de los

compuestos.

En el espectro RMN *C tomado en CDClIs (espectro N° 28) de la mezcla 14, se
observa la presencia una sefial en 207,17 ppm, caracteristica de una cetona no
conjugada, pero no coincide con el desplazamiento observado para este grupo en la
ergosterona (212,16 ppm), tampoco con el desplazamiento observado para la cetona
a,B conjugada (198,29 ppm). Por otro lado aparecen sefiales 71,84; 106,77;y 177,79

ppm, que no pueden ser asignadas a las estructuras planteadas, por tal razén la



elucidacién de las estructuras en este caso es compleja y la postulacion de las

estructuras de la mezcla 14 es hipotética.

Tabla N° 6. Desplazamientos mas caracteristicos de RMN **C obtenidos para la
mezcla 14.

d (ppm)
207,17
186,43
182,90
177,79
165,81
162,23
161,58
126,58
126,04
119,11
113,87
106,77
71,84




Espectro N° 28. RMN *3C del producto entre ergosteronay Girard-I.
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5.9. Reaccidn entre Girard-Tc y ergosterona:

Esta reaccion se llevo a cabo Unicamente utilizando una relacion estequiométrica

1:1 de los reactivos.

En el espectro IR (espectro N° 29) del producto ergosterona-GTc, tomado en una
pelicula liquida de CH2Cl2, se puede observar que no aparece la sefial en 1714,1 cm™
correspondiente a la cetona no conjugada presente en ergosterona, lo que indica que la

hidrazona se form6 con dicha cetona, la cual estaba presente en el carbono 3.

Por otro lado, si esta presente la banda correspondiente a la cetona a,3
conjugada en 1689,2 cm™ (C6), también se presentan bandas en 1653,3 cm™
correspondiente al grupo carbonilo de imidas; 1586,1 cm™ caracteristica de dobles

enlaces y 1458,4 cm™ que pertenece al stretching del enlace C-N.
En 3414,2 cm™ aparece una banda ancha, esta se puede asociar a una
superposicion de las sefiales correspondientes al grupo —OH (C5) y al stretching de los

enlaces N-H del grupo amino.

No se logré obtener espectros de RMN **C y RMN *H confiables del compuesto.
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Espectro N° 29. IR de ergosterona-GTc.
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5.10. Reaccién entre Girard-Tr y ergosterona:

CH

HHN

auhd
: Kkrwlf)

Esta reaccion se llevo a cabo Unicamente utilizando una relacion estequiométrica

1:1 de los reactivos.

En el espectro IR (espectro N° 30) del producto ergosterona-GTr, tomado en una
pelicula liquida de CH2Cl2, se puede observar que no aparece la sefial en 1714,1 cm™
correspondiente a la cetona no conjugada presente en ergosterona, lo que indica que la

hidrazona se form6 con dicha cetona, la cual estaba presente en el carbono 3.

Por otro lado, si esta presente la banda correspondiente a la cetona a,B
conjugada en 1688,7 cm™ (C6), también se presentan bandas en 1651,6 cm™
correspondiente al grupo carbonilo de imidas; 1579,9 cm™ caracteristica de dobles

enlaces y 1458,2 cm™ que pertenece al stretching del enlace C-N.
En 3415,1 cm™ aparece una banda ancha, esta se puede asociar a una
superposicion de las sefiales correspondientes al grupo —OH (C5) y al stretching de los

enlaces N-H del grupo amino.

No se logré obtener espectros de RMN *3C y RMN *H confiables del compuesto.



Espectro N° 30. IR de ergosterona-GTr.
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6. CONCLUSIONES

Se realiz6 la oxidacion de ergosterol utilizando el reactivo de Jones, dando como
resultado ergosta-7,22-dieno-5a-0l-3,6-diona con un rendimiento de 54%, pto.
Fusion: 266-268 °C.

Los datos espectroscopicos obtenidos a partir de los derivados de colesterol
sintetizados fueron de ayuda indirecta para la elucidaciéon del producto de oxidaciéon
de ergosterol con el reactivo de Jones.

Se sintetizaron los reactivos:
§ Girard-Tc con un rendimiento de 68%
Punto de Fusién: 118-119 °C.
§ Girard-Tr con un rendimiento de 67%
Punto de Fusion: 84-84 °C
§ Mezcla de Girard-l con rendimiento de 58%
Punto de fusion: 90-92 °C

Se obtuvieron las hidrazonas:

ergosterona-GT2 con rendimiento de 84%
ergosterona-GP con rendimiento de 91%
ergosterona-GP2 con rendimiento de 84%
ergosterona-Gl con rendimiento de 85%

ergosterona-GTc con rendimiento de 83%

w W W W W W

ergosterona-GTr con rendimiento de 91%



7. RECOMENDACIONES

Realizar la oxidaciéon de ergosterol utilizando otro agente oxidante distinto al
reactivo de Jones, a fin de obtener Unicamente la oxidacion del grupo —OH

presente en el ergosterol.

Sintetizar otros reactivos de Girard utilizando sustratos diferentes a los empleados

en esta tesis, los cuales fueron: imidazol, triazol y triacina.

Realizar las pruebas de actividad biolégica, particularmente antiprotozoaria y
antifingica, de los distintos derivados de ergosterol que se obtuvieron y se

pudieran obtener.
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