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INTRODUCCION



Entre las neoplasias que afectan a la mujer ¢n paises desarrollados, el cancer
de mama ocupa el primer lugar. En Estados Unidos de Norteamérica se
presentaron 175,000 nuevos casos en 1991. En México representa el segundo
lugar general de acuerdo con el Registro Nacional de Cancer.

Actualmente no se conocen las causas del cancer mamario, pero se sabe que
tanto el estradiol como la progesterona estan involucrados en el control
enddcrino del crecimiento y diferenciacion de la glandula mamaria normal y
neoplasica. )

La cuantificacion de receptores para estrogeno en tejido neoplasico se utiliza
como parametro para determinar su hormonodependencia. De esta manera se
ha observado que en aproximadamente el 50 % de tumores mamarios se
presentan estos receptores.

En la actualidad el tratamiento médico enddcrino del cancer de mama
postmenopausico avanzado, cae dentro de tres grupos: a) antiestrégenos,
actuando directamente sobre las células tumorales via el receptor; b)
inhibidores de aromatasa, suprimiendo la produccion de estrogenos; c)
progestinas, de las cuales el mecanismo de accion es ain incierto.

La via de mayor produccion de estrogenos en mujeres postmenopausicas es la
conversion periferial de andrégenos a estrogenos y 1a enzima que interviene
es la aromatasa, por otro lado, los estrogenos son promotores y no
cancerigenos en si, sin embargo la produccion de estrgenos, su ingestion
externa u otras circunstancias como obesidad en el periodo postmenopausico
parecen predisponer al desarrollo de cancer.

La reaccidn catalizada por aromatasa es especifica en la formacién de
estrogenos y la inhibicidn de esta enzima reduce selectivamente su
produccién. Un inhibidor especifico de aromatasa no interfiere con la
formacion de otros esteroides debido a que este grupo de esteroides es el



ultimo en formarse en la via biosintética. Este hecho se presenta como una
alternativa para disminuir o eliminar la produccion de estrégenos via un
inhibidor de aromatasa.

En las ultimas dos décadas se han sintetizado, estudiado y probado una gran
variedad de sustancias esteroidales y no esteroidales con propiedades
inhibidoras de aromatasa; entre las primeras se encuentra la 4-hidroxiandrost-
4-en-3,17-diona (4-hidroxi), la cual es una sustancia con actividad inhibidora
en la biosintesis de estrégenos catalizada por aromatasa.! Ademas, en un
estudio se demostré que de varias sustancias ensayadas del tipo 4-hidroxi, los
derivados esterificados 4-acetato (4-acetoxi) y 4-propionato (4-propioxi) se
hallan entre los mas potentes inhibidores2.

Los compuestos que afectan la inhibicion de aromatasa tienen aplicacién
tanto en el 4rea clinica como en la investigacién de procesos mediados por
estrégenos tales como: ovulacion, implantaciéon y crecimiento de tumores
dependientes de estrogenos. Asi tenemos que 4-hidroxi y 4-acetoxi, inhiben la
conversion periferial sin afectar otros sistemas enzimaticos por lo que no
presentan actividad biol6gica adversa.

Se han realizado varias modificaciones en el esqueleto esteroidal de androst-

‘4-en-3,17-diona, que afectan la capacidad de los esteroides para unirse a la
aromatasa.’ Sin embargo, hasta hoy ningin compuesto supera la accién
inhibidora "in vivo" de 4-hidroxi o sus derivados esterificados. Por lo
anterior, existe un gran interés en la sintesis de estos productos, asi como la
identificacion de subproductos que pudieran tener el mismo efecto inhibidor
de aromatasa.

En el presente trabajo se plante6, como objetivo principal, el incrementar los
rendimientos de la sintesis de la 4-hidroxiandrost-4-en-3,17-diona (los
descritos en la literatura se encuentran entre el 10 y el 50 %), mediante el
cambio de condiciones de reaccién y el empleo de disolventes de baja
toxicidad. Asi mismo, este proyecto se encamin hacia la separacion y
caracterizacién estructural de otros compuestos, presentes como
subproductos, con el propdsito de evaluarlos como posibles inhibidores de
aromatasa,



Se describe la obtencion de 4-hidroxi mediante el tratamiento con etearato de
trifluoruro de boro BF3-Et,0 de la mezcla alfa y beta de los epoxidos 4,5-
epoxiandrostan-3,17-diona (obtenidos a partir de androst-4-en-3,17-diona),
en disolventes como: acido acético, propiénico y butirico. Se comparan los
rendimientos obtenidos con aquellos descritos en otros disolventesd,

También se describe un estudio comparativo del mismo tratamiento para los
oxidos alfa y beta de la androst-4-en-3,17-diona por separado, asi como los
resultados de la esterificacion de 4-hidroxi con los anhidridos acético,

propidnico y butirico.



ANTECEDENTES



Las proteinas receptoras de estrogenos parecen tener dos sitios funcionales,
uno con alta afinidad por estrogenos y el otro con alta afinidad por DNA. A
partir del enlace del estrégeno en el primer sitio, se induce un cambio
conformacional en el segundo sitio, permitiendo a éste interactuar con una
secuencia especifica de nucledtidos de DNA. El resultado de esta interaccion
es el incremento en la produccion de mRNA a partir de genes selectos, por lo
que la presencia de estrogenos parece dar lugar a la expresion de factores de
crecimiento en la célula tumoral.s

La enzima que cataliza la conversion de androgenos a .cstrogenos €s un
citocromo P-450 dependiente de monooxigenasa. Sin embargo, el mecanismo
de esta reaccion es aln objeto de controversia y muchos autores estan de
acuerdo en que probablemente éste tiene lugar a través de tres oxidaciones
sucesivas en el carbono 19 del nicleo del esteroide.

El citocromo P-450 es un complejo enzimatico que participa de un sistema de
transporte de electrones. Los electrones se transfieren de la proteina reducida
a la oxidada (Fe III-P-450), el cual se encuentra sélo en los microsomas de
las células (higado, tejido adiposo, etc.). La forma reducida Fe 11 de P-450,
reacciona con el oxigeno molecular de tal manera que, uno de los atomos de
oxigeno sc reduce a agua y el otro se introduce al sustrato organico,6

La conversion de androgenos a estrogenos se propone a través de la pérdida
de un hidrégeno en el carbono 2 por enolizacion (figura 1), seguida por un
_proceso de tres pasos. Aparentemente cada uno de ellos requiere de un
equivalente molar de NADPH y O,.
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Figura 1.

En el primer paso, el andrégeno androstendiona 1 (que inicialmente puede
considerarse en su forma endlica segin lo descrito anteriormente), se
hidroxila en el carbono 19 para dar el 19-hidroxi intermediario 2. En el
segundo paso la 19-hidroxi 2 se oxida al compuesto 19-oxo 3. Porteriormmte
el enlace entre los carbonos 10 y 19 se rompe oxidativamente para dar el
estrogeno 4 y acido formico. Los hidrégenos uno y dos con orientacion beta
se pierden estereoespecificamente. En una aproximacién propuesta por
Akhtar? para la pérdida del hidrégeno con orientacion uno beta, se sugiere el
enlace de una enzima peroxido-férrico sobre el grupo aldehido en el carbono
19, para dar un perdxido hidroférrico §, este intermediario podria dar el
estrogeno 4 via la transferencia de un proton como se muestra en el esquema

1.
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El mecanismo por el cual 4-hidroxiandrost-4-en-3,17-diona 6 inactiva a la
enzima permanece desconocido; sin embargo, Covey® propone la formacién
de un enlace covalente entre la enzima y la posicion 4 del nicleo del
esteroide, seguido de una rapida protonacién 7, provocando la salida de agua
en lugar de la enzima, Esta proposicion concuerda con el cardcter de
inhibidor irreversible atribuido a 4-hidroxi 6 (figura 2).
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Figura 2

En un intento para determinar los aspectos estructurales de los esteroides que
contribuyen para inhibir la biosintesis de estrogenos, se llevd a cabo la
evaluacion de 100 esteroides?®, resultando que los inhibidores mas efectivos se
asemejaron a 4-androsten-3,17-diona 1. La semejanza encontrada fue tanto
estérica como electrénica, tal como la mostrada en los compuestos 8 y 9

(figura 3).



Figura 3

Los mejores inhibidores presentaron extension de la conjugacion de la parte
A4-3-ona, lo que se traduce en una mayor deslocalizacion del sistema .
Aparentemente el complejo enzimitico se une tanto a este sistema T
extendido como con el menos conjugado de la parte A4-3-ona del sustrato.

De entre los analogos sintéticos de 4-androsten-3,17-diona 1 que se han
evaluado a la fecha, la 4-hidroxi 6 se encuentra entre los mas potentes. Los
estudios indican que la regresion del tumor de mama por 4-hidroxi 6, es
principalmente el resultado de la inhibicion de aromatizacion; sin embargo,
pueden contribuir otras actividades del compuesto.10

Cuando 4-hidroxi 6 se utiliz6 en ratas, no presento efectos adversos,-ademas
de no tener actividad como estrégeno, antiestrogeno, progestageno,
antiprogestageno o antiandrogeno, y solamente mostrd 1 % de la actividad
androgénica de la testosterona, 1,10

Una de las sintesis descritas para obtener 4-hidroxi 6 a partir de la mezcla de
epoxidos 4,5-epoxiandrostan-3,17-diona 10 y 11, utiliza como reactivos al
acido sulfiirico concentrado y al acido acético glacial (AcOH), con
rendimientos hasta de 52 %7 (esquema 2).
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En la mencionada apertura de la mezcla de epoxidos 10 y 11 en medio 4cido,
se ha descrito ademas de 4-hidroxi 6, la obtencion de productos como 20~
acetoxiandrost-4-en-3,17-diona (20-acetoxi) 13a y 2a-hidroxiandrost-4-en-
3,17-diona (20:-hidroxi) 13b.

Segin Bumett!!, la apertura de 4PB,5B-epoxiandrostan-3,17-diona 11 en
medio acido produce la 2a-hidroxi 13b, y la apertura del epoxido o conduce,
principalmente, a la 4-hidroxi 6, aunque éste ultimo en muy bajos
rendimientos (16 %). : '



También se ha descrito la apertura de la mezcla de epoxidos 14 y 1S con
H,S0, y AcOH, produciendo el derivado 2a-acetato 17a en un 4.5 % y el
derivado 4-hidroxi 16 en un 17 %!2; la misma apertura catalizada por acido
polifosférico (PPA) produce ademds del derivado 16, el derivado 17a con un
rendimiento mayor, 45 % (esquema 3).

gHi7
Lt *
o)
OH
14 epdxido a 16 17a R=q-OAc
15 epéxidof - 17b R=B-OAc
14
Esquema 3

Los compuestos 17a y 17b han sido descritos a partir de otras materias
primas como 6f-bromo-4-en-3-onas!! y 4-bromocolest-4-en-3-onat3,

Cuando se usa benceno como disolventet y BF;-Et,0 como catalizador sobre
los epoxidos 14 y 18, se obtiene el mismo hidroxi derivado 16 en 35 % de
rendimientq junto con 3 % del producto de contraccion 18 (esquema 4).



CgHyz

F4Et,O
BFERQ +
Benceno o o

OH

opéxido a
epoxido p

I =

Esquema 4
'En trabajos anteriores a los de Collins?, se consider la transposicion de o, f3-
epoxicetonas para obtener productos con un dtomo de carbono menos. En

este tipo de transposicion se propuso la pérdida de un grupo formilo
adyacente al grupo carbonilo4, estructura 20 (esquema 5).
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‘80

Esquema 5
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Volyiendo a la estructura esteroidal, Collins* expone, en base a sus resultados
experimentales, que la relacion del producto de contraccion 18, obtenida a
partir de los epoxidos o 14 y B 185, es de 10 a I; es decir, que la mayor
proporcion de 18 se obtiene con el epoxido o, 14 .

Se han descrito otros métodos para la contraccion del anillo A del esqueleto
esteroidal!® buscando esteroides de elevada actividad anabélica y baja
actividad masculinizante (androgénica) pero con rendimientos muy bajos. Sin
embargo, en el drea de la inhibicion de aromatasa, productos como las C-19
4-androsten-3-onas, son mejores inhibidores que los correspondientes
compuestos esteroidales A-Nor.2

La apertura de los epoxidos 14 y 18§ con AcOH, utilizando otro acido de
Lewis como catalizador (AICl,), sélo produjo derivados 4-clorados!? y no los
correspondientes 4-hidroxi 16 6 el producto de contraccion 18, mostrados en
el esquema 4.

En la apertura de los epoxidos 10 y 11, no se han descrito los derivados
esterificados de 4-hidroxi 6 obtenidos directamente o como subproductos por
ninguna de las técnicas mencionadas anteriormente.

Se sabe que 4-acetoxiandrost-4-en-3,17-diona (4-acetoxi) 24a (esquema 6)
tiene actividad como inhibidor de aromatasa aunque con menor potencia que
4-hidroxi 6; es decir, se necesitan mayores dosis. Su actividad es similar y es
mis estable que este tltimo,

4-Acetoxi 24a, se ha sintetizado a partir de la esterificacién de 4-hidroxi 6
con anhidrido acético en piridina. El derivado 4-propionato 24b, también ha
mostrado muy buena actividad como inhibidor de aromatasa y el método de
sintesis es a través de la esterificacion de 6.

El derivado 4-butirato 24¢ también podria presentar actividad como inhibidor,
ya que se cree que los inhibidores esterificados se hidrolizan "in vivo" y
pueden actuar igual que el 4-hidroxi derivado 6 (esquema 6).
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Esquema6

Por qltimo, cabe mencionar que los derivados de androst-4-en-3,17-diona 1
descritos anteriormente, pueden obtenerse de la apertura de los epoxidos 10 y
11 en diferentes condiciones de reaccion; estos epdxidos se obtienen al hacer
reaccionar la androst-4-en-3,17-diona 1 con H,0, en MeOH y NaOH,
reaccion en la que se esperaria obtener el epoxido o, que es el mas
favorecido por.impedimento estérico. Sin embargo, se ha observado mayor
proporcion del epoxido B, por una supuesta inversion en el carbono 5, que
ain no se ha explicado completamente!S. Se han registrado relaciones de
epoxido ai:p 10, 11; hasta en 1 a 5, por integracion en espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno.” '



DISCUSION Y
RESULTADOS



La reaccion de la mezcla de epéxidos 10 y 11 con BF;Et,O en benceno
forma los compuestos 4-hidroxiandrost-4-en-3,17-diona 6 y A-Nor-5-
androstan-3,17-diona 25, que después de separarse por c.c.f se
caracterizaron basicamente por espectroscopia de RMN-!H ¢ IR, el primero,
y por espectrometria de masas y RMN-13C el segundo (esquema 7).

Et,O-BFy +
Benceno 0O

Esquema?

El producto 6 se obtuvo con un rendimiento relativamente bajo 40 % y con un
punto de fusion también bajo, p.f. 6 167-172°C (p.f. lit.10 199-202°C); sin
embargo, la espectroscopia de RMN-!H nos permite confirmar su estructura.
En RMN-!H el producto presenta un singulete con desplazamiento de 6.1
ppm, seilal correspondiente a 4-OH, que desaparece al agregar D,O; también
sobresalen las sefiales de singulete para Me-18 en 0.9 ppn y Me-19 en 1.2
ppm. El espectro de IR confirma la presencia del grupo hidroxilo y de los
carbonilos: muestra una banda ancha en 3300 cm-!, debida al alargamiento
del enlace O-H; una banda en 1730 cm-!, para el alargamiento del carbonilo
en C-17, y otra en 1650 cm-! del carbonilo conjugado en C-3; presenta
también la banda de alargamiento C=C en 1620 cm-!. El espectro de UV

muestra la mayor absorcion en 278 nm y se obtiene un coeficiente de
extincion molar de 14, 380.

En la espectroscopia d¢ RMN-!H para 25 (espectro No. 1), se observo la
presencia de dos singuletes que sobresalen de las sefiales correspondientes al



resto del esteroide, éstas aparecen en 0.82 ppm (Me-18), 1.17 ppm (Me-19) y
ninguna seiial a campo menor a 2,5 ppm.

La estructura del compuesto 25 se¢ comprobd con la ayuda de la
espectroscopia de RMN-13C (espectros Nos. 2, 3 y 4), por medio de la
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer). Se
determinaron un nimero de carbonos totales de 18. La seiial del Me-19 en
21.94 ppm y de C-9 en 34.76 ppm indican que existe una fusion anular de
tipo A/B cis 26 (figura 4).

AR C=

AJB cis A/B trans
26 ’ 27
> Figura 4

Con la ayuda del espectro de correlacion, COSY B3C-1H (espectro No. 5), se
determing el desplazamiento del C-5 a 58.61 ppm debido a la correlacion de
éste con el hidrogeno que se desplaza a menor campo, aproximadamente a 2
ppm, por estar vecino al carbonilo en C-3.

Estos datos se reforzaron con aquellos obtenidos en la espectrometria de
masas (espectro No. 6), en la que se tiene un ton molecular de m/z 549
[2M+H]* para un dimero de 25; un pico base de m/z 275 [M+H]*,
correspondiente al peso molecular de 28§; también se presentan m/z 257
[M+H-18], pérdida de agua y m/z 219 [M-55]*, pérdida caracteristica de
cetonas, que no es el pico base debido a la estructura del compuesto. La
técnica utilizada en la espectrometria de masas FAB* nos permite observar el

15



ion molecular y el. pico base; no asi, la fragmentacion completa que seria de
caracteristicas complejas.

La espectroscopia de IR nos confirma la presencia del grupo carbonilo en
anillos de cinco miembros, con una banda de absorcion en 1734 cm-1, para el
alargamiento C=0 en C-3 y C-17; también se presentan las bandas de flexion
de CH; en 1332 cm*!, CH,; y CH, en 1456 cm-!.

El punto de fusién determinado de 28, concuerda con el informado para el
mismo; p.f. 127-130 °C; p.f. lit.15 127-129 °C.

Se propone el siguiente mecanismo para la formacion de 4-hidroxiandrost-4-
en-3,17-diona, 6, a partir de la mezcla de epoxidos 10 y 11, ya que, como se
discutird mas adelante, se demostr6 que 6 se forma a partir de cualquiera de
ellos (esquema 8).

BF;, E1,0
Benceno
BFs

10 11

H0

Esquema 8

16



El mecanismo que se propone para la formacién del compuesto 2§ se
representa en el esquema 9. :

0
BF;-E:ZO’
Benceno
0
‘0
10

——

0% >
0BF3
Migracién
' deacilo *
®
H >
o Deformilacién
H 0 @ o
CHO

Esquema9



Se considera que la formacion de 25 es preferentemente a partir del epoxido
a, 10; suponiendo una mayor estabilidad del carbocatién a comparado con b

(figura 5) por impedimento estérico del grupo “OBF;.

o
I

Figura 5

Estructuralmente el carbocation a nos lleva mas facilmente a la formacion de
25. La fusion de anillos A/B cis, mas estable termodindmicamente que la
fusion A/B trans para este sistema, nos permite proponer la estructura 5f del
compuesto, que se confirma con los datos espectroscopicos de RMN-13C.

La reaccion de apertura de epéxidos 10 y 11 con BF;-Et,O en acido acético
glacial da como resultado el producto deseado, la 4-hidroxiandrost-4-en-3,17-
diona 6, asi como también el producto caracterizado en la reaccién con
benceno, A-Nor-5f3-androstan-3,17-diona 25 y otro producto identificado
como 20.-acetoxiandrost-4-en-3,17-diona 13a (esquema 10).
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Esquema 10

El producto 6 de la apertura de epoxidos 10 y 11 con BF;-Et;0 en AcOH, se
identific6 en base a los espectros de RMN-!H e IR mencionados
anteriormente. Su punto de fusion (p.f.198-199 °C) concuerda con el
informado (lit.}* 199-200 °C). Para esta reaccion, los rendimientos fueron
mejorados (78.23 %) si se compara con la reaccion en benceno; debido
probablemente a que se usa un medio 4cido, el cual provoca la hidrolisis
inmediata del intermediario d (esquema 11).
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Esquema 11

El producto 13a se obtuvo como cristales blancos de p.f. 210-211 °C y su
estructura se propone en base a la RMN protonica y de 13C; y es producto de
una reaccion en competencia con la del compuesto 6.

El espectro de RMN protdnica de 13a (espectro No. 7), muestra una sefial de
doble de dobles en 5.41 ppm con una constante de acoplamiento de 14 Hz,
correspondiente a la interaccion 2B, lat y J = 5.2 Hz, interaccion 2§, 1B,
indicando que el proton en C-2 se encuentra acoplado con un protdn axial en
C-1 y con otro ecuatorial también en C-1, siendo el protén en C-2 f axial.
También aparece una seiial de singulete en 5.73 ppm correspondiente al
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proton vinilico en C-4. El espectro muestra otros tres singuletes; para el
metilo del acetato en C-2 a 2.13 ppm, Me-18 en 0.88 ppm y Me-19 en 1.31

El espectro de correlacion COSY H-'H (espectro No. 8), indica que el
proton en 5.41 ppm interacciona con dos protones, uno en 2.2 ppm y el otro
entre 1.8-1.9 ppm. La sefial de 2.2 ppm es un doble de dobles con el mismo
acoplamiento que la seiial de 5.41 y es de esperarse corresponda al proton 1o
en posicion axial. En un experimento de irradiacion selectiva (espectro No.
9), al irradiar la sefial en 5.41, el doble de dobles en 2.2 ppm se transforma
para dar un doblete con una constante de acoplamiento de 14 Hz. La seial de
entre 1.8-1.9 ppm debe corresponder entonces, al proton 1P ecuatorial y ain
cuando no se puede observar claramente la multiplicidad de éste, se puede
hablar de la existencia de un sistema ABX; A (6 2.2 ppm), B (3 1.8 ppm), X
(6 5.41 ppm).

El espectro de RMN-13C del compuesto 13a (espectro No. 10), indica un
nimero total de 21 carbonos y con la ayuda de la técnica DEPT (espectro No.
11), se logré su caracterizacion. La seiial en 170.22 ppm corresponde a un
carbonilo de éster (acetato sobre C-2), en 169.90 se tiene un carbono sp? no
protonado (C-5); en 122,03 un carbono sp2? protonado (C-4); en 71.04 un
carbono sp? protonado, unido a un grupo electronegativo (base del acetato C-
2); en 20.85 aparece la seiial del metilo del acetato que se distingue de Me-19
y Me-18 porque aparece a mas bajo campo que éstos.

Para completar la informacion anterior se tienen los datos de IR de 13a; en el
espectro sobresalen las bandas de 1740 (carbonilo del éster y C-17), 1685
(carbonilo conjugado, C-3) y 1615 (C=C). El espectro de UV muestra una
Amax. €0 239.8 nm.

Se sugieren dos probables mecanismos para la formacion de  13a
representados en los esquemas 12a y 12b. En éstos, se propone que el 2p-
acetato 28, menos estable termodinamicamente, se isomeriza a la forma
ecuatorial més estable dando el 2ai-acetato 13a, aislado con un rendimiento
de 15.57 %.
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Una vez realizada la apertura de mezcla de epoxidos ¢ y P en acido acético
glacial y de caracterizarse los productos obtenidos; se separan los epdxidos
10 y 11 y se llevan a cabo las reacciones de apertura por separado para
identificar los productos derivados de uno y otro epoxido.

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas para la obtencion de los epoxidos

10 y 11 (esquema 13) con el objeto de encontrar las condiciones que dieran la
proporcién més adecuadade los dos epoxidos y proceder a su separacion.

H,0,, NaOH
——

MeOH
A7 g O
o) "G &
1 10 11
Esquema 13

Reaccion a una temperatura de -5 °C, el rendimiento de la mezcla fue de
82.86 % predominando el epoxido B.

Reaccion entre 4° y 12 °C, el rendimiento fue de 79.27 %, predominando el
epoxido f.

Reaccion a temperatura ambiente, el rendimiento de la mezcla fue de 49.38 %
Yy aunque se encontré una mayor cantidad del epoxido ot que en las pruebas
anteriores, sigui6 predominando el B. El bajo rendimiento en esta tltima
prueba se puede deber a que la forma de trabajar la reaccion involucré la
evaporacion de MeOH en el rotavapor, lo que pudo haber provocado
concentracion en el medio basico y formacion de subproductos. Aun asi, fue
ésta la mezcla utilizada para obtener los epoxidos por separado, ya que fue
donde se observo mayor formacion del epoxido .
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La relacion de epoxidos obtenida fue de 70.83 % B y 29.16 % o, éstos se
identificaron por su punto de fusion, p.f. 10, 197-198 °C (lit.15 197-198 °C),
p.f. 11 198-200 °C (lit.!5 201-203 °C), y por sus espectros de RMN-1H.

El espectro de RMN-'H de 10 muestra singuletes en 0.86 ppm (Me-18), 1.08
(Me-19) y 3.03 (H-4); el de 11 muestra singuletes en 0.9 ppm (Me-18), 1.28
(Me-19), 3.00 (H-4).

El metilo 19 de 10 que se desplaza a mas alto campo se considera mas
protegido que el Me-19 de 11 desprotegido por la cercania del grupo oxo del
epoxido, desplazandolo a campo mas bajo. A su vez el H-4 en 11 estd mas
protegido que en 10 y por tanto a campo alto.

La mayor proporcion de 11 se explica considerando que la reaccion es muy
rapida y se forma el producto cinético. Si la reaccion no fuera tan rapida se
produciria una mezcla de diasteroisomeros de los cuales predorminaria el mas
estable, que se supone es el isomero 0.

Las aperturas de los epoxidos 10 y 11 por separado producen los compuestos
6, 13a y 25. Sin embargo las cantidades no son iguales; es decir, 1a formacion
de 25 es menor con el epoxido B, supuestamente debido a la menor
estabilidad del carbocation intermediario b (figura 5) y a la mayor facilidad
para la formacion de 28§ a partir del epoxido a (lo que se puede observar con
modelos moleculares); estos resultados concuerdan con los descritos por
Collins.4

El compuesto 13a se forma a partir de cualquiera de los dos epoxidos; si
consideramos el mecanismo propuesto en el esquema 12a la distancia entre el
oxigeno del oxirano y el carbono 2 es de 2.91 A en el epoxido 0.y de 3.12 A
en el B (distancias obtenidas por medio de calculos de mecanica molecular,
utilizando el programa de PC-Mode! Hyper-Chem). La diferencia minima de
0.21 A permite que 13a se pueda formar a partir de cualquiera de los dos
epoxidos. De igual modo en el esquema altemnativo 12b (de acucrdo con lo
propuesto por Tamoeda!') la forma endlica de 11 puede dar lugar a la
ciclopropanona intermediaria ¢ suceptible de sufrir un ataque nuceofilico por
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el AcO" y con la posterior salida de agua dar lugar a la formacién de 28 que
isomeriza rapidamente a 13a. Las distancias calculadas para la formacién de
la ciclopropanona son del C-2 al C-4 2.45 A en el epéxido , y de 2.43 Aen
el epoxido P justificandose asf la formacion de 13a a partir de cualquiera de
ellos.

El enol 6 se forma a partir de cualquiera de los dos epdxidos debido a que la
reaccién procede via los intermediarios ¢ y d (esquema 11) sugiriendo que el
paso de ¢ a d puede involucrar la misma energia independientemente de si se
trata del epoxido o o del . '

Apertura de los epéxidos 10 y 11 con acido propiénoco.

La apertura de la mezcla de epodxidos en acido propiénico produce los
compuestos 6, 28 y probablemente 29 (esquema 14).

, CH3CH,C00,
BF 3 EL,0 '
10, 11 3
=2 Raw © & v B ¢ 5
propidnico

Esquema 14

Los datos espectroscopicos de 6 ya han sido citados, y el rendimiento fue de
35 %.

El producto 25 se obtuvo con un rendimiento de 2.6 % y los datos
espectroscopicos anteriormente citados comprueban su identidad.
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Apertura de los epoxidos 10 y 11 con dcido butirico.

La misma reaccion del esquema 14, usando ac. butirico, produce el
compuesto 6, con rendimiento de 42.6 %; una mezcla de 6 y 25 (en
proporcion muy baja por lo que su separacion no se llevd a cabo) y una serie
de productos mas polares que 6, de entre los cuales se tratd de identificar 20:-
butiroxiandrost-4-en-3,17-diona 30 (esquema 15).

CH3(CH),COO0.,,
BF3 Et,0
0911 —m ¢ + 25 +
Acido = - o
butirico
30
Esquema 15

La mezcla de 6 y 2§ fue confirmada por el espectro de RMN-H en el que
aparecen las siguientes seiiales: 0.85 (Me-18 de 25), 0.9 (Me-18 de 6), 1.03
(Me-19 de 25), 1.06 (Me-19 de 6), 6.1 (H-4 de 6).

Las recciones de los esquemas 14 y 15, se presentaron como otra opcién para
obtener el producto 6 en condiciones no toxicas y rendimientos razonables;
aunque la reaccion en dcido acético seguramente es la opcion mas aceptable.
Con objeto de confirmar la existencia de 29 y 30, se intentd obtener los
productos de la hidrélisis basica de los mismos, y se comparé el resultado con
la hidrolisis de 13a; de tal modo que los tres ésteres produjeran el mismo
alcohol secundario 2a-hidroxiandrost-4-en-3,17-diona 13h (esquema 2).
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La hidrolisis de 13a se llevd a cabo primero en condiciones atmosféricas
normales, obteniendose 2-hidroxiandrost-1,4-dien-3,17-diona 31 (esquema
16).

K,CO3, KOH HO

CH,COO,, MoOH

-t
¢
L

€3
sy

Esquema 16

El producto 31, se identificd con la ayuda de los espectros de RMN-IH e IR.
El IR presenta una banda de alargamiento de OH en 3362 cm-!, una banda
caracteristica de dobles ligaduras en 3036 cm-! ademés de una banda ancha
en 1639 correspondiente al carbonilo en C-3 y a los dobles enlaces de C-1y
" C-4. El espectro de RMN-!H (espectro No. 12), muestra un singulete en 6.38
ppm que desaparece al adicionar D,0, por lo que se atribuyd al proton del
hidroxilo sobre C-2. Aparece una seiial de singulete en 6.16 ppm
correspondiente al proton vinilico en C-4 y otra en 6.30 debida al proton
vinilico en C-1, desplazada a campo mas bajo por estar B al carbonilo. El
sistema muestra absorcion en UV a una A, de 253 nm.

El producto 31 se encuentra en la forma enélica debido a la estabilizacion por
puente de hidrogeno entre los grupos vecinos 2-hidroxilo y 3-oxo (figura 6).
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Figura 6

Debido a que la tinica explicacion para la formacion del compuesto 31 es a

través de una oxidacion y como el tinico oxidante en el medio era el oxigeno
atmosferico, se decidio realizar la reaccion en un medio de reaccion libre de
oxigeno y de humedad; asi, la reaccion del esquema 17 se realizd en
atmosfera de nitrogeno seco.

KOH
MeOH, N,

-
[

e
(2
{-g

Esquema 17
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El producto 13b se identifico por sus espectros de IR y RMN-!H. En IR, se
presenta la banda del hidroxilo en 3396¢m!; las debidas a carbonilo en 1742
(C-17) y 1672 (C-3) y la de doble ligadura en 1604. El espectro de UV
muestra una Amax. en 241 nm (Acalculada 242 nm).

El espectro de RMN-!H fue esencial para la caracterizacion de 13b (espectro
No. 13); en él, se observd la sefial del protdn vinilico H-4 como un singulete
en 5.79 ppm; en seguida a 4.25 ppm se encuentra la sefial de un proton que
por su desplazamiento quimico se atribuye al proton base del alcohol, C-2, la
sefial aparece con una multiplicidad de doble de dobles y constantes de
acoplamiento de 13.5 y 6.3 Hz. La constante de 13.5 Hz indica acoplamiento
2B, 1o y la de 6.3 Hz acoplamiento 2, 1B; con estos datos se asumié al
proton sobre C-2 con la misma posicion 23 axial que en el compuesto 13a.
Cada seilal del doble de dobles aparece dobleteada con una constante de
acoplamiento de 2 Hz por la interaccion de H-2 con el proton del alcohol
sobre C-2; implicando que al agregar D,0, estas seiiales vuelven a su forma
original de doble de dobles. La sefial del alcohol sobre C-2 en 3.55 ppm
aparcce dobleteada con una constante de acoplamiento de 2 Hz por la
interaccion con el H-2P y desaparece al agregar D,0.

Habiendo caracterizado 13b, se realizaron las hidrélisis de los supuestos
productos esterificados 29 y 30 en las mismas condiciones de hidrolisis de
13b obteniendose en los dos casos un producto con la misma polaridad de
13b, confirmando asi la formacion de ambos.

No se tiene una explicacion razonable al hecho de que el compuesto 13a se
oxide tan facilmente en las condiciones de metanélisis cuando no se excluye
el oxigeno de el medio de reaccion.
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Reacciones de esterificacion de 4-hidréxiandrost-4-en-
3,17-diona 6.

Las reacciones de esterificacion de 6 se llevaron a cabo sin mayor problema
~ en piridina con el anhidrido correspondiente.

Preparacién del acetato.

El producto 4-acetoxiandrost-4-en-3,17-diona 24a (esquema 18) se obtiene
con buen rendimiento y relativa pureza (84.72 %, p.f. 175-177 °C). El
espectro de RMN-!H (espectrv No. 14), muestra una seiial de singulete
debida al metilo del acetato en 2.23 ppmn. En IR, se observa la banda del
carbonilo del éster en 1754 cm-!. En UV la A, aparece en 244.4 nm (A,
para una cetona o, B-insaturada con un sustituyente a-acetilo, 245 nin).

Anh. acético
—p
Piridina

OH OCOCH,

o
N
[

Esquema 18
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Preparacion del propionato.

El producto 24b, 4-propioxiandrost-4-en-3,17-diona se obtiene con un
rendimiento de 63.25 % y p.f. 88-92 °C. El espectro de RMN-!H (espectro
No. 15), muestra una seflal de triplete en 1.23 ppm correspondiente al metilo
del grupo propilato con una constante de acoplamiento de 7 Hz y una seilal de
cuarteto en 2.5 ppm debida al metileno del mismo, también con una constante
de acoplamiento de 7 Hz. En IR se observa las banda del carbonilo del éster
en 1738 cm-!. La A, en UV es de 244.6 nm mientras que la calculada es de
245 nm (esquema 19).

(]
Anh. propiénico, Arh, butlrico,
Piridina Piridina
o 0
OCH,CH, ) OCO(CH,),CH,
b 24c
Esquema 19
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Preparacién del butirato.

La esterificacion con anhidrido butirico produce 4-butiroxiandrost-4-en-3,17-
diona 24¢, con un rendimiento de 90.76 %y p.f. de 124-125 °C. En RMN-'H
(espectro No. 16), la seiial de metilo del éster aparece en 1.03 ppm como un
triplete; el metileno unido al carbonilo aparece como un triplete en 2.53 ppm
con J =6 Hz. En IR la banda de alargamiento del carbonilo aparece en 1780
cm-!. La absorcién maxima en UV se observa en 244.6 nm (esquema 19).

Se relizd un intento de apertura de la mezcla de epoxidos 10 y 11 con
BF;Et,0 en anhidrido acético, con el objetivo de tratar de formar
directamente el acetato 24a. Sin embargo, se obtuvo una mezcla dificil de
separar por métodos convencionales y solamente se puede proponer que entre
la mezcla de compuestos se encuentra el producto 32. (esquema 20).

10, 11 BFy E,0
Anh. acético
0 COCH
CH,C00 3
32
Esquema 20

El compuesto diacetilado 32 se propone, en base a las sefiales de mayor
intensidad en RMN-13C (espectros Nos. 18 y 19), con la ayuda de la técnica
DEPT. En el espectro aparecen un total de 33 seiiales de las cuales s6lo 23,
las mas intensas, corresponderian al producto descrito; las otras 10 seiiales en
menor proporcion podrian corresponder a otros productos, de modo que
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algunas de las seiiales se sobrepongan con las de 32. Asi se asignan a 32 los
siguientes desplazamientos: carbonilos de cetona 219 (C-17), y 201.3 (C-3);
carbonilos de éster 170 (Acetilo sobre C-4), 168 (acetilo sobre C-5). 74.6 (C-
4, base del éster), 92.7 (C-5, base de éster). Metilos de acetato 22.3 (acetato
sobre C-4), 20.4 (acetato, C-5). Metilos de esteroide 17.49 (Me-19), 13.75
(Me-18).

En IR se confirman las sefiales de éster 1738 (espectro No. 20); pero en
RMN-!H (espectro No. 17), se presenta un protén vinilico en 5.8 ppm
ademas de los cuatro metilos 2.19 y 2.00 (metilos de éster), 1.09 (Me-19), 0.9

(Me-18).

El proton vinilico en RMN-'H puede atribuirse a la formacién de
androstendiona 1, pero en RMN-!3C no hay sefial que indique un carbon sp?
protonado y en el espectro de masas no se presenta un ion molecular para ],
cuyo PM es de 286 g/mol.

El espectro de masas No. 21 muestra un ion molecular de m/z 404 que podria
corresponder al compuesto diacetilado 32; m/z 386 pérdida de agua; m/z 362
pérdida de la fraccion de m/z 42 (CH,=CO) con transposicién proténica; m/z
320 (4,5-diol), pérdida de 2 (CH,=CQO).

El ion molecular de 4-acetoxi 24a, podria especularse por m/z 344 y m/z 302
con pérdida de la fraccion CH,=CO.,

También se presentan m/z 43 (metilcetona del éster); m/z 234 y m/z 274.
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Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no
estdn corregidos. '

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN-!H)
fueron realizados en un espectrometroVarian-EM 390 en solucién de CDCl;.
Son excepciones los productos 2a-acetoxi 13a, 20 hidroxi 13b y A-Nor-5f-
androstan-3,17-diona 28§ que se realizaron en un aparato Varian Gemini 200,
Los desplazamientos estan descritos en partes por millon (ppm) con
Tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Las constantes de
acoplamiento estan dadas en Hertz; las abreviaciones s, d, dd, t, ¢ y m, se
refieren a singulete, doblete, doble de dobles, triplete, cuartete y multiplete,
respectivamente.

Los espectros de Resonancia Magnetica Nuclear de 13C se realizaron en un
espectrdmetro Varian Gemini 200.

Los espectros de Infrarojo se hicieron en los espectrofotéometros Perkin-Elmer
399B, Perkin-Elmer 1320, Philips PYE UNICAM SP3-200, en pastilla de
KBr. Los espectros de Ultravioleta se hicieron en los espectrofotometros
Perkin-Elmer-Hitachi 200 y Perkin Elmer LAMBDA 2 en solucion de etanol.

Los espectros de masas se obtuvieron en un equipo JEOL JMS-SX102A por
la técnica FAB* el compuesto 25 y JEOL JMS-AXS505HA por la técnica de
IE el compuesto 32

La cromatografia en columna "flash" fue llevada a cabo con silica gel Merck
malla 230-400 y una presion de 0.4 Kg/cm2.

La cromatografia en capa fina (c.c.f)) se llevo a cabo con silica gel 60 F,s,

utilizandose como reveladores luz ultravioleta y solucion de sulfato cérico en
H,S0,.
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4,5-Epoxiandrostan-3,17-diona 10 y 11.

En un matraz bola de 25 ml se disuelven 200 mg (0.699 mmol) de
androstendiona 1 con 10 ml de metanol R. A.; se baja la temperatura hasta -5
°C con un baiio de hielo-sal (NaCl) y se adicionan, gota a gota 0.8 ml de
solucion de NaOH al 16 %, después 0.8 ml de H,0, al 30 %. La temperatura
se mantiene por 24 horas hasta que se consume toda la matria prima. El curso
de la reaccion se sigue por c.c.f. (Hexano-AcOEt, 50:50). Una vez consumida
la materia prima se detiene la agitacion y se vierte la mezcla de reaccion
sobre 5g de hielo, el precipitado formado se filtra al vacio y se lava con agua
helada hasta tener pH de 7. Obteniéndose un rendimiento de la mezcla de
epoxidos 10y 11 de 82.86 %.

La misma reaccion se lleva a cabo a una temperatura de entre 4° y 12 °C, se
completa en 2h 45 min; se sigue el procedimiento descrito anteriormente para
trabajar la reaccion y se obtiene un rendimiento de 79.27 % de la mezcla de
epoxidos 10y 11. '

En la reaccion a temperatura ambiente, con el doble de las cantidades
indicadas arriba, se adiciona primero la solucién de NaOH y el H,0, en una
temperatura de 4 °C; después, se eleva la temperatura hasta T.A. (aprox. 24
°C), la reaccion se completa en 1h, se detiene la agitacion y se adiciona
Na,SO; para reducir el H,O, en exceso; se evapora el metanol casi a
sequedad y se extrae con solucion saturada de NaCl y AcOEt; la parte acética
se seca con Na,SO, anhidro y se evapora en el rotavapor. Se obtiene un
rendimiento del 49.38% de la mezcla 10 y 11. Para separar esta mezcla, se
cromatografian en placa 120 mg y se eluye con una mezcla de Hexano-
CHCl;-AcOEt, 60:20:20, 3 veces. Se obtienen 85 mg (70.83 %) del epoxido
(+) polar (epoxido B, 11) y 35 mg (29.16 %) del (-) polar (epoxido a., 10).

Mezcla de epoxidos 10y 11:
p.f. 194-200 °C.
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RMN-!H (CDCl,): & (ppm) 0.9 (3H, s, CH;, C-18, epoxiodo B), 0.86 (3H, s,
CHj;, C-18, epéxido o), 1.1 (3H, s, CH3, C-19, epéxido o), 1.2 (3H, s, CH3,
C-19, epoxido B), 3.0 (s, H, C-4, epbxido B), 3.06 (s, H, C-4, epoxido av).

IR (KBr, ecm!): 1735 (C=0, C-17), 1707 (C=0, C-3), 1450, 1400, 1355,
876, 860.

- Epéxido a, 10:
p.f. 197-198 °C.
RMN-'H (CDCl,): 8 (ppm) 0.86 (H, s, CH,, C-18), 1.08 (3H, s, CH;, C-19),
3.03 (H, s, C-4).
IR (KBr, cm'l): 1740 (C=0, C-17), 1716 (C=0, C-3), 1452, 1402, 1340,
866, 824.

Epodxido B, 11:

p.f. 198-200 °C.

RMN-'H (CDCl,): & (ppm) 0.9 (3H, s, CH,, C-18), 1.28 (3H, s, CH;, C-19),
3.0 (Ha, s, C-4).

IR (KBr, cm'): 1738 (C=0, C-17), 1710 (C=0, C-3), 1452,1404,1336, 880,
860.

Destilacion de Etearato de trifluoruro de boro.

10 mi de etearato de trifluoruro de boro (BF;-EtO), se destilan en un aparato
de destilacion a presion reducida Kugelrohr; se obtiene BF;Et,0, como
liquido incoloro humeante. También se utiliza BF;-Et,0O de Aldrich, p=1.154
g/ml, recien abierto, sin destilar.
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Apertura de 4,5-epoxiandrostan-3,17-diona 10 y 11, en
benceno.

En un matraz bola de 25 ml se colocan 3g (9.93 mmol) de mezcla de
epoxidos 10 y 11y se disuelven con benceno a T.A. Se baja la temperatura a
un intervalo de 8° a 12 °C con un bafio de agua-hielo y se adicionan 1.2 ml
(1.2 meq) de BF;Et,0; con un agitador magnético se mantiene la agitacion
por Sha T.A., hasta que se consume la materia prima. El curso de la reaccion
se sigue por c.c.f. (Hexano-AcOEt, 50:50). Una vez terminada la reaccién, la
parte bencénica se lava con solucion de NaHCO; al 5%, hasta pH=7, se seca
el disolvente con Na,SO, anhidro y se evapora, obteniendose 2.483g de
polvo amarillo. La parte no soluble en benceno, se disuelve en AcOEt y con
el mismo tratamiento de la parte anterior se obtienen 0.5809g de polvo café.
La parte bencénica recuperada se cromatografia en columna (15 cm de
diametro, 300g de silica); eluyente, mezcla de Hexano-CHCI;-AcOEt,
80:5:15; se recuperan 0.2734g (10.04 %) de A-Nor-5B-androstan-3,17-diona
25y 1.2082g (40.01 %) de 4-hidroxandrost-4-en-3,17-diona 6.

4-Hidroxiandrostan-3,17-diona 6:

Cristales blancos, p.f. 167-172 °C.

RMN-H (CDCl;): 8 (ppm) 0.9 (3H, s, CHJ, C-18), 1.2 (3H, s, CH;, C-19),
6.1 (H, s, OH, [D,0]).

IR (KBr, cm-!): 3380 (OH), 2940 (CH,, CHZ), 1730 (C=0, C-17), 1650
(C=0, C-3), 1620 (C=C).

UV Ay 278 nin, E = 12,042,

A-Nor-58-androstan-3,17-diona 25:

Polvo blanco, p.f. 127-130 °C.

RMN-H (CDCl;). 8 (ppin) 0.82 (3H, s, CHj, C-18), 1.17 (3H, s, CHj, C-
19).

RMN-BC (CDCI3): § (ppm) 220.74 (C-17), 219.52 (C-3), 58.61 (C-5),
51.19 (C-14), 47.81 (C-13), 45.05 (C-8), 41.57 (C-10), 35.87 (C-16), 34.79,

38



34.76 (C-9), 31.62, 31.30 (C-12), 26.95, 21.94 (Me-19), 21.77 (C-15), 21 .58,
19.60 (C-11), 13.80 (Me-18).

IR (KBr, cnrrl): 1734 (C=0, C-17 y C-3), 1456, 1382,

EM por FAB*: m/z 549 [2M+H]*, 275 [M+H]*, 257 [M+H-18}*, 219 [M-
56]*.

Apertura de 4,5-epoxiandrostan-3,17-diona 10 y 11 con 4cido
acético glacial.

Se disuelven 3.6163g (11.97 mmol) de mezcla de ep6xidos 10 y 11 con 36 ml
de AcOH vy se adicionan 1.2 meq (1.5 ml) de BF;Et,0. El curso de la
reaccion se sigue por c.c.f. (Hexano-AcOEt, 50:50) y se mantiene en
~ agitacién a temperatura ambiente por 4h; después de este tiempo se para la
agitacion y se extrae con AcOEt; se lava con solucion saturada de NaHCO,
hasta pH = 7, se seca con Na,SO4 anh. y se evapora el disolvente en el
rotavapor. Del precipitado blanco recuperado se obtiene por recristalizacion
de acetona 1.5077g de enol 6, y una mezcla amarilla que se cromatografia en
columna (eluyente Hexano-AcOEt, 70-30), obteniendose 1.3216g mas de
enol 6, para hacer un total de 2.8293g (78.23 %) de éste.

Por otro lado se obtienen de la cromatografia en columna mencionada,
0.6416g de 2a-acetoxi 13a (15.57 %).

De la primera fraccion de la misma cromatografia en columna se toman 300
mg y se cromatografian en placa (eluyente Hexano AcOEt, 75:25), eluida dos
veces; se obtienen 0.0381g (1.16 %) de un producto menos polar que el enol
6, A-Nor-5f-androstan-3,17-diona 25.

4-Hidroxiandrost-4-en-3,17-diona 6:
Cristales blancos, p.f. 198-199 °C.
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RMN-H (CDCl;): 8 (ppm) 0.9 (3H, s, CHj, C-18), 1.2 (3H, 5, CH;, C-19),
6.1 (H, s, OH, [D,0]).

IR (KBr, cml): 3365 (OH), 2920 (CH,, CH;), 1730 (C=0, C-17), 1650
(C=0, C-3), 1620 (C=C), 1440, 1378,

UV A, 278 nm, E = 14,380, MeOH.

20-Acetoxiandrost-4-en-3,17-diona 13a:

Cristales blancos, p.f. 210-211 °C.

RMN-H (CDCl,): 8 (ppm) 0.88 (3H, s, CH;, C-18), 1,31 (3H, s, CH;, C-
19), 2.13 (3H, s, CH;-COOR, C-2), 5.73 (H vinilico, s, C-4), 5.41 (H-2p, dd,
J 14 Hz,J 5.2 Hz).

RMN-BC (CDCly): & (ppm) 220.01 (C-17), 193.44 (C-3), 170.22 (C-20,
C=0, Ac-2), 169.90 (C-5), 122.03 (C-4), 71.05 (C-2), 54.17 (C-9), 50.62 (C-
12), 47.37 (C-13), 41.33 (C-1), 40.57 (C-10), 35.62 (C-16), 34.55 (C-8),
32.04 (C-6), 31.06 (C-12), 30.56 (C-7), 21.59 (C-15), 20.85 (C-21, Me, Ac-
2),20.12 (C-11), 18.04 (Me-19), 13.62 (Me-18).

IR (KBr, cmrl): 1785 y 1220 (CH;-COOR, C-2), 1745 (C=0O, C-17), 1610
(C=0, C-3). :

UV Ay 239.8 nm, E = 24,068

A-Nor-5f-androstan-3,1 7-diona 2§:
Cristales blancos p.f 105-113 °C. Datos espectroscopicos citados
anteriormente.

Apertura de 4o,5a-epoxiandrostan-3,17-diona 10 con dcido
acético glacial.

En un matraz bola de 3 ml se disuelven 30 mg (9.93 x 10-2 mmol) de epéxido
@, 10, con 0.5 ml de AcOH y se adicionan 1.2 meq (0.012 ml) de BF;-Et,0;
se sigue el procedimiento descrito anteriormente para la apertura de la mezcla
10y 11 Enc.cf (Hexano-AcOEt, 75:25) se observa la formacién de enol 6 y
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de 20-acetoxi 13a, asi como de A-Nor-5f-androstan-3,17-diona 25 y un
subproducto de polaridad similar a 2a-acetoxi 13a, que se compara en c.cf.
(usando diferentes mezclas de eluyentes), con 4-acetoxi 24a comprobando

que no son iguales. '

Apertura de 4B,5B-epoxiandrostan-3,17-diona 11 con AcOH. |

Se disuelven 50 mg (0.16 mmol) de epoxido §, 11, en un matraz de bola de 3
“mly se adicionan 1.2 meq (.020 ml) de BF;-Et,O; posterior al procedimiento
descrito para la apertura de epoxidos 10 y 11 en AcOH, se observa en c.c.f.

" (Hexano-AcOEt, 75:25), la formacion de los mismos productos que en la

reaccion anterior. El producto descrito con polaridad similar a 2a-acetoxi
13a, no fue identificado ni aislado, y se observa en menor proporcién al igual
que A-Nor-5f-androstan-3,17-diona 28 que casi no se forma.

Apertura de 4,5-Epoxiandrostan-3,17-diona 10 y 11 con dcido
propiénico.

Se disuelve 1g (3.31 mmol) de mezcla de epoxidos 10 y 11 con 10 ml de
acido propidnico concentrado, calentando ligeramente; una vez disuelta la
mezclaa T.A. se adicionan 1.5 meq (0.405 ml) de BF;Et,O recién destilado,
se mantiene en agitacion magnética por 5 h a T.A., concluido este tiempo sc
detiene la agitacion y se sigue el procedimiento descrito para la apertura de
los epoxidos 10 y 11 en acido acético glacial.

_ Lamezla obtenida se recristaliza de Hexano-AcOEt, 60:40. Sé separan 263.8
mg de enol 6. El filtrado se evapora, se mezcla con silica para cromatografia -
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en columna, McOll y AcOEt; cuando se disuelve la mezcla se evapora el
disolvente y se aplica en una columna para cromatografia (eluyentc Hexano-
AcOEt, 80-20). La primera fraccion que se obtiene es de A-Nor-5p-
androstan-3,17-diona 25, 26 mg (2.6 %). La siguiente es de enol 6, 96 mg,
para hacer un total de 359.8 mg (35.98 %) de éste. La Gltima fraccion es de
20.-propioxiandrost-4-en-3,17-diona 29, 0.1719g (14.50 %) que se
lizan de Hexano-AcOEt, 60:40. :

4-llidroxiandrost-4-en-3,17-diona 6:
Cristales blancos, p.f. 197-198 °C., datos espectroscopicos citados

anteriormente.

A-Nor-5f-androstan-3,17-diona 25:

Cristales blancos, p.f. 107-110 °C.
'RMN-I (CDCly): & (ppm) 0.88 (3H, s, CH;, C-18), 1.18 (3H, s, CH;, C-
19).

IR (KBr, cm-'): 2936 (CH3, CH,), 1740 (C=0, C-3 y C-17).

2a-Propioxiandrost-4-en-3,17-diona 29;
Cristales blancos, p.f. 207-210 °C.

| RMN-H (CDCl;): 6 (ppin) 0.9 (3H, s, CH;, C-18), 1.08 (3H, s, CH,, C-19),
5.7 (H vinilico, s, C-4).

rtura de 4,5-epoxiandrostan-3,17-diona 10 y 11 con ficido
butirico. -

Se utilizan 3g (9.9 mmol) de mezcla de epoxidos 10 y 11 y se sigue el
procedimiento descrito antciormente en la apertura de los epoxidos con los
dcidos inencionados; agrcgandose en este caso 1.5 meq de BF;-Et,0 (1.2 ml),
recien destilado.

42



El tiempo de reaccion es de 1h; después del cual, la parte organica extraida,
se recristaliza primero de Hexano-AcOEt, 60:40, obteniendose 1.28g (42.6
%) de enol 6 que posteriormente se recristaliza de acetona. Al filtrado se le
elimina el disolvente y se cromatografia en columna usando como eluyente
una mezcla Hexano-AcOEt, 60:40. Se separan 4 fracciones: 0.2099g (mezcla
de enol 6 y subproducto menos polar que éste). Las siguientes fracciones son
mas polares que el enol 6 de éstas se obtienen 130 mg, 150 mg y 100 mg,
respectivamente, todas ellas como aceite rojizo. '

4-Hidroxiandrost-4-en-3,17,diona 6:
p.f. 199-200 °C. Espectroscopia citada.

Mezcla A-Nor-5B-androstan-3,17-diona 25 y 4-hidroxiandrost-4-en-3,17-
diona 6: ' ‘

RMN-IH (CDC);): & (ppm) 0.85 (s, Me-18, A-Nor), 0.9 (s, Me-18, 4-
hidroxi), 1.03 (s, Me-19, A-Nor), 1.06 (s, Me-19, 4-hidroxi), 6.1 (H, s, 4-
hidroxi, [D,0]).

Hidroélisis de 2a-acetoxiandrost-4-en-3,17-diona 13a, sin
atmésfera de nitrégeno.

Se colocan 150 mg (0.436 mmol) de 20c-acetoxi 13a en un matraz bola de 5
ml y se disuelven con 2 ml de MeOH, adiciondndose 1 meq (0.06g) de
K;CO; y una gota de agua. La mezcla de reaccion se agita a T.A. y en 1h 20
min. se adiciona |1 meq. mas de KOH, nanteniéndose a 60 °C con un baiio de
agua hasta completar 3h. Una vez consumida la materia prima se neutraliza
con solucion de HCl al 10 % y se extrae con AcOEt, se lava con agua y se
seca con Na,SO, anh.; después de evaporar se obtienen 116 mg de sélido
blanco que s¢ cromatografian en columna (eluyente, Hexano-AcOEt, 50:50),
obteniendose 38 mg (29.05 %) de 2-hidroxiandrost-1,4-dien-3,17-diona 31

43



como un producto blanco de p.f. 125-128 °C, menos polar que 20i-acetoxi
13a.

2-Hidroxi-androst-1,4-dien-3,17-diona 31;

RMN-!H (CDCl,): 8 (ppm) 0.93 (3H, s, CH;, C-18), 1.28 (3H, s, CH;, C-
19), 6.38 (H, s, OH, [D,0}), 6.16 (H vinilico, s, C-4), 6.30 (H vinilico, s, C-
1).

IR (KBr, cm-!): 3362 (OH), 3036 (C=C), 2941 (CH,, CH,), 1735 (C=0, C-
17), 1639 (C=0; C-3 y C=C, banda ancha), 1425, 1376.

UV A2y, 253 nim,

Hidrolisis de 2a-acetoxiandrost-4-¢n-3,17-diona 13a con
atmésfera de nitrégeno.

En un matraz bola de tres bocas se disuelven 200 mg (0.5813 mmol) de 2a-
acetoxi 13a con 10 ml de MeOH; se adaptan un termometro en una boca y
una trampa de humedad en la otra. Se burbujea N, seco y se mantiene bajo
esta corriente por 5 min; en seguida, se adicionan 0.46 ml de una solucion
metandlica de KOH IN y se mantiene en agitacion por 4 min mas a 30 °C con
una canasta de calentamiento, sin quitar la corriente de N, seco. Se adicionan
3 ml de MeOH que contienen una gota de agua, manteniendo la agitacién por
4 min mas a 30 °C (8 min a 30 °C, en total). Completado este tiempo se
acidifica con solucion IN de dcido acético, se concentra a un tercio su
volumen en el rotavapor y se diluye con agua. En la mezcla fria se forma un
precipitado que se filtra al vacio para posterionnente recristalizarse con una
mezcla de acetona-éter, obteniendose 93.2 mg (53.08 %) de 2a-
hidroxiandrost-4-en-3,17-diona 13b.

20-Hidroxiandrost-4-en-3,17-diona 13b:
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Polvo blanco, p.f. 160-162 °C.

RMN-'H (CDCl,): 8 (ppm) 0.9 (3H, s, CH;, C-18), 1.3 (3H, s, CHj, C-19),
3.55 (H, d, OH, [D,0], Jou.2 2 Hz), 4.25 (H-2, dd, cada seilal dobleteada J
=2 Hz), 5.79 (H vinilico, s, C-4), J;p 14 13.5 Hz, J5p 15 6 Hz.

IR (KBr, cm-): 3396 (OH), 2940, 2848 (CH;, CH,), 1742 (C=0O, C-17),
1672 (C=0, C-3), 1604 (C=C), 1224 y 1100.

UV Ay, 241 nm.

Hidrdlisis de 2a-propioxiandrost-4-en-3,17-diona 29 con
atmésfera de N,.

Se disuelven 96 mg (0.2681 mmol) de 20.-propioxi 29 con 1.5 ml de metanol
R. A. y, con las condiciones descritas en la reaccion anterior, se usa 1 meq de
K;CO; como base. El curso de la reaccion se sigue por c.c.f. (Hexano-
AcOEt, 75:25, eluida 3 veces), con un tiempo total de reacciéon de una hora,
después del cual se detiene la agitacion y se neutraliza con soluciéon de HCI al
10 %. El producto que se observa en placa se compara con el de la reaccion
anterior 2a-hidroxi y se confirma que tienen la misma polaridad, pero debido
a la cantidad obtenida, tan pequeila, no se intent6 la purificacion.

Hidrélisis de 2o-butiroxiandrost-4-en-3,17-diona 30.

La mezcla de 2o-butiroxi 30, aproximidamente de 100 mg, obtenida en la
apertura de 4,5-epoxiandrostan-3,17-diona 10 y 11 con 4cido butirico, se
somete a una prueba cualitativa; que en las condiciones descritas para obtener
20--hidroxi 13b, da un producto de polaridad igual a éste, cuando se compara
por c.c.p. (Hexano-AcOEt, 75:25, eluida varias veces).
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Acetilacion de 4-hidroxiandrost-4-¢n-3,17-diona 6.

100 mg (0.3311 mmol) de enol 6 se disuclven con | ml de piridina y se
adiciona 1 ml de anhidrido acético (12.45 mmol). La mezcla se mantiene en
agitacion a T.A. con trampa de humedad por lh; pasado este tiempo se
detiene la agitacion, se vierte la mezcla sobre hielo y se neutraliza con
solucion saturada de NaHCO,, se extrae con AcOEt, se seca con Na,SO,
anh. y se evapora el disolvente. El produto 4-acetoxiandrost-4-en-3,17-diona
24a, es mas polar que el enol 6 y para purificarlo se cromatografia en
columna usando como eluyente mezcla de Hexano-AcOEt, 60:40,
obteniéndose 96.5 mg (84.72 %).

4-Acetoxiandrost-4-en- 3,17-diona 24a:

Cristales blancos, p.f. 175-177 °C.

RMN-H (CDCL): 6 (ppm) 0.9 (3H, s, CH;, C-18), 1.28 ( 3H, s, CH;, C-
19),2.23 (3H, s, CH3;, CH;-COOR).

IR (KBr, cm-l): 2946, 2912, 2852 (CH;, CH,), 1758 (C=0, éster), 136
(C=0, C-17), 1680 (C=0, C-3), 1626 (C=C), 1454, 1364, 1216 (acetilo),
1142, 1082.

UV A 244.4 nm,

‘Sintesis de 4-propioxiandrost-4-en-3,17-diona 24b.

Con I ml de piridina se disuelven 200 mg (0.6622 minol) de enol § y se
adiciona 1 ml de anhidrido propiénico (9.16 mmol); todo ello en un matraz
bola de 3 ml. al que se le adapta una trampa de humedad. La mezcla de
reaccion se mantiene con agitacion magnética a T.A, por 3h, tiempo en el que
se consume toda la materia prima y sc para la agitacion para vertir la mezcla
sobre hiclo triturado y acidificarla con solucion de HCl al 30 %:
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posteriormente se neutraliza con solucion saturada de NaHCO;. Se extrae con
AcOEt, se seca con Na,SO, anh. y se evapora el disolvente en el rotavapor.
El producto obtenido se recristaliza con Hexano-AcOEt y se tienen 170 mg
de una mezcla que se cromatografia en columna (eluyente, Hexano-AcOEt,
75:25), obteniéndose 150 mg (63.25 %) de 4-propioxi androst-4-en-3,17-
diona 24b.

4-Propioxiandrost-4-en-3,17-diona 24b:

Polvo blanco, p.f. 88-92 °C.

RMN-1H (CDCl,): 6 (ppm) 0.93 (3H, s, CH;, C-18), 1.29 (3H, s, CHj, C-
19), 1.23 (t, CH;, propilo, J=7 Hz), 2.5 (¢, CH,, propilo, J = 7 Hz).

IR (KBr, cmt); 2944 (CH,, CH,), 1738 (C=0, éster y C-17), 1685 (C=0, C-
3), 1630 (C=C), 1458, 1320, 1146 (propilo).

- UV Apay 244.6 nm.

Sintesis de 4-butiroxiandrost-4-en-3,17-diona 24c.

500 mg (1.6556 mmol) de enol 6 se disuelven con 2.5 ml de piridina y se
adicionan 2.5 ml de anhidrido butirico (9.16 mmol). La mezcla se mantiene
con agitacion magnética y trampa de humedad a T.A. por 3h, hasta que se
consume la materia prima y se forma el butirato, producto mas polar que el
enol 6, c.c.f. (Hexano-AcOEt, 70:30, eluida dos veces). Se vierte 1a mezcla
de reaccion sobre hielo triturado y se acidifica con solucion de HCI al 30 %,
para posteriormente neutralizar con solucion saturada de NaCO;. Se extre
con AcOEt; se seca con Na,SO, anh. y se evapora el disolvenie. Se obtienen
0.559g (90.76 %) de 4-butirato 24c.

4-Butiroxiandrost-4-en-3,17-diona 24¢:
Cristales blancos, p.f. 124-125 °C.



RMN-H (CDCl;): 8 (ppm) 0.93 (H, s, CH;, C-18), 1.27 (3H, s, CH;, C-19),
1.03 (3H, t, CH;, 4-nBuO-, J = 6-7 Hz), 2.53 (t, CH,, RCH,-COOR, J = 6
Hz), 1.85 (m, CH,, CH;CH,CH,-COOR).

IR (KBr, cm-1): 2950, 2914 (CH,, CH,), 1780 (C=0, éster), 1744 (C=0, C-
17), 1690 (C=0,C-3); 1628 (C=C), 1194,1144 (éster).

UV Aax 246 nm.

Apertura de los epéxidos 10 y 11 con anhidrido acético.

Medio gramo de mezcla de epoxidos se disuelve en 10 ml de anhidrido
acético, calentando ligeramente. La reaccion se mantiene después en bafio de
hielo, con agitacion magnética y trampa de humedad; se adiciona un
equivalente de BF;-Et,O (0.2 ml) y en cuatro horas, se detiene la agitacion,;
agregdndose agua para destruir el anhidrido. Se extrae con AcOEt; la fase
orgénica se lava con solucion saturada de NaHCO; y después con agua, hasta
tencr un pH de 7. Se seca y evapora el disolvente, obteni¢ndose 0.6544 g de
mezcla, misma que se recristaliza de Hexano-AcOEt, 60-40. El recristalizado
es todavia una mezcla de 197 mg, conformada por cristales blancos con p.f.
212-220 °C. Se cromatografian 80 mg en placa utilizando como eluyente
mezcla de Hexano-AcOEt, 75-25 (eluida tres veces); obteniéndose 35 mg de
cristales blancos con p.f. 198-202 °C (producto diacetilado 30, contaminado).

Datos espectroscopicos:

RMN-1H (CDCl,): 6 (ppm) 5.8 (s, H, vinilico), 2.19 (s, Me de éster), 2.0 (s,
Me de éster), 1.09 (s, Me-19), 0.9 (s, Me-18).

RMN-13C (CDCl,): § (ppm) 219 (C-17), 201.3 (C-3), 170 (C-20, Acetilo en
4), 168 (C-22, Acetilo en C-5), 92.7 (C-5, sp no protonado), 74.67 (C-4, sp?
no protonado), 50.97 (C-9), 47.51 (C-13), 44.43 (C-14), 43.22 (C-10), 35.75
(C-16), 35.48 (C-1), 33.95 (C-8), 31.32 (C-2), 31.05 (C-12), 27.64 (C-7),

48



26.88 (C-6), 22.38 (CH;, Acetato en C-4), 21.84 (C-15), 21.02 (C-11), 20.47
(CH,, Acetato en C-5), 17.49 (Me-19), 13.79 (Me-18). Sefiales de menor
intensidad: 53.73, 50.89, 34.64, 34.55, 33.29, 31.20, 29.66, 23.83, 20.22,
17.64.

IR (KBr, cm-3): 2948, 1738, 1688, 1624, 1452, 1370, 1234, 1072,

UV Ajax, 246 nm

EM por IE: m/z 404 [M]*, 386 [M-18], 362 [M-42]F, 320 [M-84]"; m/z
344 [M], 302 [M-42]*, 43 [metilcetona).
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CONCLUSIONES



Se cumple con el objetivo de la produccién de 4-hidroxiandrost-4-en-3,17-
diona 6, a mayor escala al utilizar disolventes de baja toxicidad como los
acidos acético, propionico y butirico, con BF;-Et,O como catalizador.

Se comprueba que se produce una reaccion anormal de los ep6xidos 10 y 11
con BF;-Et,0 y dcido acético glacial, obteniendose directamente el producto
13a, intermediario en la sintesis de compuestos con actividad inhibidora de
aromatasa.

Las reacciones de hidrolisis de los productos esterificados 13a, 29 y 30,
confirman la esterificacion anormal mencionada anteriormente.
Se obtiene el producto de oxidacion 31 durante la metandlisis del acetato 13a.
Lo cual es un caso poco usual de oxidacion con oxigeno del aire. Lo anterior
se comprueba al llevar a cabo la metandlisis en ambiente inerte.

Los productos 6, 13a y 25, se obtienen a partir de cualquiera de los dos

epdxidos 11 6 10.

Una fécil produccion de ésteres de 4-hidroxi 6, contribuye en Ia aportacion de
sintesis de compuestos, que son inhibidores de aromatasa "in vitro” e "in
vivo",

En un intento por obtener el producto 4-acetoxi 24a directamente, partiendo

de los epéxidos 10y 11; se obtuvo un mezcla en la que probablemente se
halle presente éste junto con el diacetilado 32.
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