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RESUMEN

El estudio de los estercides ha side de gran importancia ya que poseen una
gran diversidad de actividades biolégicas, asi como de aplicaciones
terapéuticas.

Los esteroides como grupo fienden a ser poco solubles en agua, lo que no
es sorprendente dado su alto peso molecular y su caracter lipidico. Esto
dificuita frecuentemente su administracién, ya que son escasamente
absorbidos,

Con el propdsito de proponer un modelo para ia sinfesis de derivados
esteroides hidrofilicos, en este trabajo se estudia la monoesterificacidn de la
pregnenolona con anhidridos de dcidos dicarboxilicos, con el fin de obtener
hemiésteres de pregnenolona capaces de formar sales solubles en agua.

Como contribuciones mds importantes se presenta un procedimiento
tecnolégiamente viable, para la sintesis de hemisuccinato de pregnenolona a
partir de pregnenolona, anhidrido succinico y piridina con rendimientos del
orden del 94-98% del tedrico, del que no existen antecedentes bibliogrdficos.

Se optimizé e implementé un procedimiento de purificacién del

hemisuccinato de pregnenolona, que conduce, con un rendimienfo global



promedio del 81-85% del teérico, al hemisuccinato de pregnenolona puro. El
cual se caracterizd a través de su punto de fusidn, de su comportamiento en
cromatografio en pelicula de gel de silice, de sus espectros de infrarrojo, de
masas y de resonancia magnética nuclear (*H y Y€}, asf como por difraccidn de
rayos x.

Por otro lado, la formacién de sales del hemisuccinato de pregnenolona
no se logré con las técnicas empleadas, por lo que no es posibie proponer esta
via como un modelo para la obtencién de derivados esteroides hidrofilicos.

Es necesario continuar con la investigacién sobre el desarrollo de

métodos para la obtencion de estos derivados.
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I.-INTRODUCCION

Dentro de los productes naturales, los esteroides constituyen una clase de
compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza. Su estudio ha sido
muy importante ya que poseen una gran diversidad de actividades bioldgicas,

asi como de aplicaciones terapéuticas.

I.1 HISTORIA

Los primeros esteroides aislados de la naturaleza fueron series de alcoholes
cristalinos, la mayoria Cz7-Ca9, encontrados en la fraccidn insaponificable de
lipidos derivados de animales y plantas. Estos compuestos sélidos fueron
denominados esteroles (gr.stereos, sélido); siendo el mds comin el colesterol.

El colesterol fue descubierto por Michel Eugéne Chevreul en 1812, cuando
pudo diferenciar entre los lipides animales saponificables y no saponificables.
En 1828, Leopold Gmelin cislaba de la fraccidn insaponificable de ia bilis de
res, una preparacién impura de dcide cdlico, hoy identificado como uno de los
dcidos biliares conocidos.

Durante ias dos primeras décadas del siglo XX diversos investigadores

trataron de desentrafiar la compleja quimica de los esteroides. Tal vez las
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figuras mds destacadas en este esfuerzo fueron: A. Windaus quien inicié en
1903 sus trabajos sobre este tema, y dedicé toda su carrera cientifica a
este capitulo y H. Wieland que realizé una extensa investigacidn de los dcidos
biliares.

Wieland y Windaus reconocieron las relaciones estructurales entre el
colesterol y los dcidos biliares y recibieron el premio Nobel en 1927 y 1928,
respectivamente, por sus contribuciones a la quimica de los esteroides.

El problema estructural aln no estaba resuelto, pero la publicidad que se
le dio estimulé a Wieland?, en su conferencia Nobel, a proponer una férmula
provisional para los esterocides (Fig.1). Diels® habia descubierto en 1927 que
el colesterol y los dcidos biliares se pueden deshidrogenar con selenio
preduciendo criseno (Fig.2) y otros dos hidrocarburos aromdticos, de punto
de fusién 127° y 226°, respectivamente; la identificacién de estos lltimos
dos productos tuvo que esperar. El criseno parecia tan lejano de la
estructura propuesta por Wieland que se considerd un producto de profundas

transposiciones



colesterol deberia tener una forma gruesa tridimensional, aproximada a la
forma de una esfera.

No obstante, el fisico inglés Bernal® encontré en 1932 que el andlisis
cristalogrdfico con rayos X de los esteroles indicaba mds bien una molécula
de forma alargada y delgada. Estimulados por este descubrimiento,
Rosenheim y King' revisaron la bibliografia, revalorizaron el aislamiento de
criseno como producto de la deshidrogenacién, lievado a cabo por Diels, y
sugirieron para el dcido desoxicélico una estructura de perhidrocriseno

(Fig.3), que justificaria plenamente los hallazgos de Bernal con rayos X.

OOH

Acido desoxicélico (Rosenheim y King)

Fig.3

De acuerdo con ello, el anillo D tendria que ser hexagonal, mientras que

las demostraciones quimicas aportadas por Wieland indicaban claramente que



se trataba de una anillo pentagonal. Unos meses mds tarde se deducia la
estructura correcta del dcido desoxicdlico y con este la del colesterol
(Fig.4}, en forma independiente y simultdnea, por Rosenheim y King®, al
revisar su primera sugerencia, y por Wieland y Dane® quiehes habian
descubierto el error introducido a causa de la falla del principio de Blanc®,

para dcidos dicarboxilicos muy sustituidos, como era el caso.

CHy cH
H CHs
Cft

QO
OO OO
OH O

Acido desoxicélico Colesterol

/

Wieland and Dane (septiembre, 1932)
Rosenheim and King(Agesto, Noviembre, 1932)

Fig.4

Asi, a principio de la década de los 30, quedé perfectamente sentado para
siempre que el nicleo fundamental del cual derivan los esteroides es el del

perhidro-1,2-ciclopentanofenantrens (Fig.5).



Perhidro-1,2-ciclopentanofenantreno
(ciclopentanoperhidrofenantreno)

Fig.5

Sin embargo, es hasta 1936 cuando Callow y Young® propenen el termino
esteroide para designar aquelios compuestos quimicamente relacionados con
el colesterol y que contienen como niicleo de su estructura el sistema anular
tetraciclico designado como perhidro-1,2-ciclopentanofenantrenc

(denominado mds comlnmente ciclopentanoperhidrofenantreno).

I.1.1 EL CASO DE MEXICO

En 1937, Tsukamoto y Ueno’ aislaron a partir de una especie japonesa de
Dioscorea, una sapogenina precipitable con digitonina que fue denominada

diosgenina y caracterizada como un derivado del A%-colestenal-3p. Con este



descubrimiento, la pregnenolona, precursor biosintético de fodas las
hormonas esteroides, fue sintetizada por primera vez en el laboratorio a
partir de diosgenina. Los rendimientos son buenos y el proceso es simple,
abriendo asf, un nuevo camino para llegar a las hormonas esteroides’.

A consecuencia de los trabajos realizados por Tsukamoto y Ueno, ia

el

compahia Parke-Davis, al comenzar la década de los 40, encarga al Profesor
Russell Marker la biisqueda de materias primas esteroides de origen vegetal,
para lo cual planed una serie de expediciones botdnicas hacia el sur de los
Estados Unidos y el norte de México. Entre otros hallazges realizados por
Marker en el campo de las sapogeninas esteroides, el mds importante fue, sin
duda, el de encontrar una abundante fuente de diosgenina en una especie de
Dioscorea conocida en México con el nombre de "cabeza de negro”
(D.mexicana = D.machrostachya). En 1944, Marker se separd de la
Universidad Estatal de Pennsylvania y se liberé también de sus conexiones
con Parke Davis, asocidndose con los propietarios de Laboratorios
HORMONA, una empresa mexicana de origen hiingare, con los que fundé ia
Cia. "SYNTEX".

En el primer afio Marker, con apoyo de los campesinos mexicanos para la

recoleccidn, pudo producir a partir de diosgenina y mediante la “degradacién



de Marker”, varios kilos de progesterona, que entonces tenia un valor de 80
délares el gramo. No obstante, pronto se separé de SYNTEX para iniciar otra
serie de aventuras.

SYNTEX buscé en Cuba a &. Rosenkranz quién inicid una serie de
investigaciones que fueron amplidndose sucesivamente con la ayuda de muy
distinguidos colegas: C. Djerassi, F. Sondheimer, H.J. Ringold y A. Bowers. De
esta manera, SYNTEX se convirtié en la empresa mds destacada en el campo
de la investigacién sobre esteroides y de la produccion de hormonas
esteroides.

En 1949 se encontré en México otra especie de Dioscorea (D.composita),
denominada por los campesinos barbasco (americanismo del latin Verbasco) el
vocablo era utilizade para designar a todas las plantas que contienen
substancias que arrojadas a las aguas impiden la respiracion de los peces al
abatir la tensién superficial de aquellas. Esta nueva especie, producia de 3 a
10 veces mds diosgenina que la cabeza de negro y, sobre todo, una diosgenina
mds pura, libre de sapogeninas secundarias. De esta manera se pudo abatir el
costo de fabricacién de la progesterona a 1.49 délares por gramo,

En el mismo affo una compafiia norteamericana descubrié que la cortisona,

producida hasta entonces a partir de la bilis de buey, tenia propiedades
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antiinflamatorias y podia mitigar los sintomas de la artritis reumatoide, con
lo que se abria un mercado potencial enorme para este producto, el cual no
podia ser abastecido por los procesos tecnolégicos hasta entonces
practicados. Ademds la compafifa Upjohn descubrié coms obtener cortisona a
partir de progesterona por medio de un procese microbioldgico, lo que
provocaba un incremento en le demanda de progesterona. Con estos dos
grandes descubrimientos, el desplazamiento por SYNTEX del carte! europeo
fue definitivo. Pero en realidad lo que permitié la nueva posiciéh de México en
el mercado mundial, fue la interaccion entre SYNTEX y las autoridades
federales, las cuales establecieron tarifas de exportacién prohibitivas para
productos poco elaborados a partir del barbasco, asi como, la negativa de
permisos forestales, a las empresas competidoras, necesarios para
recolectar y transportar el barbasco. Con estas dos medidas, SYNTEX tuvo
un acceso casi exclusive a la materia primae.

Un poco mds tarde, SYNTEX pasé a ser parte de una empresa
norteamericana la OGDEN CORPORATION, lo que terminé con la posicidn
privilegiada de SYNTEX frente a las autoridades mexicanas. Esto provocé

que SYNTEX perdiera terreno en el mercado mundial de esteroides.



El paso decisivo para que se desmoronara el control mexicano en la
industria de hormonas esteroides fue condicionado por una parte por el
elevado precio del barbasco qt:;e llegaron a solicitar los agricultores y por
otra, el descubrimiento de sustitutos del barbasco eficientes vy
econdmicamente viables(sitoesteroles), acompafiado de un avance cada vez
mds notoric de un competidor directo, la Republica Popular de China que
abatieron el precio de la progesterona a menos de 0.15 délares por gramo.

México se puede sentir orguiloso por haber sido pionero de la industria
fabricante de esteroides, asi como, por haberse mantenido durante muchos

afios como principal productor mundial de los mismos.

1.2 GENERALIDADES SOBRE LA PREGNENOLONA

Dentro de un proyecto que pretende disponer de modelos para las
sintesis, tecnolégicamente viables, de compuestos esteroides hidrofilicos,
nuevos o conocidos, aprovechando algunos grupos funcionales caracteristicos

presentes en sus estructuras, se considerd necesario trabajar con un

compuesto prototipo,



e

Muchas de las caracteristicas de la pregnenclona la hacen un compuesto
ideal para el ob jetivo general de este trabajo.

La pregnenolona junto con la progesterona, la gran mayoric de los
corticoesteroides y muchos otros productos naturales, constituyen el grupo
de los pregnanos, el cual es considerado como el grupo individual mds grande
de esteroides’. La pregnenolona es ademds el precursor biosintético de
todas las hormonas estercides.'

En cuanto a las caracteristicas estructurales, posee un doble enlace 5-6,
un grupo OH en posicion 38 y una cetona en 20, grupos funcionales presentes

en la gran mayoria de los esteroides(Fig.8).

0
N\, _-CHs
CHy §

Lt H

A%-Pregnen-3$-ol-20-ona (Pregnenolona)

Fig.B8
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Otro aspecto muy importante de tomar en consideracion es la toxicidad
de la pregnenolona. Se ha comprobado que carece de toxicidad tanto para
animales como para plantas®™,

Por dltimo también resuita muy importante la disponibilidad y precio de la
pregnenclona ya que representa, tras la 16-deshidropregnenolona, el segundo
paso en el proceso de transformacion de la diosgenina en derivados
esteroides farmacoldgicamente activos y por ende con muy poco valor
agregado.

La complejidad de la cadena lateral de la diosgenina y la presencia del
doble enlace en 16 de la 16-deshidropregnenoclona, son poco frecuentes en la
mayoria de los esteroides; esto impidié seleccionarlas como prototipe, a

pesar de Tener menor valor agregado que la pregnenoclona.

1.3 IMPORTANCIA DE LA SOLUBILIDAD EN AGUA

Los esteroides en general tienden a ser poco solubles en agua; esto no es
sorprendente en vista del tamafio de su molécula y de su cardcter lipidico. La
complejidad de su estructura hace que las predicciones de solubilidad no sean

féciles®.
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Los compuestos insolubles en agua son con frecuencia escasamente
absorbides debido a la lenta disolucién del sélido y/o a una muy baja
concentracién en solucién, lo que produce una pequefia fuerza de difusion.

Para mejorar la eficacia de un fdrmaco generalmente es necesario
recurrir a modificaciones bioldgicas, fisicas o quimicas. Entre éstas, los
biolégicas son consideradas como las mds limitantes, las fisicas un poco mds
flexibles que las anteriores y las quimicas como las de mayor versatilidad.”

La base de las modificaciones quimicas implica la formacion de derivados
ya sean irreversibles o reversibles. Los derivados irreversibles, por lo
general, buscan ser andlogos del compuesto original en cuanto a actividad
biolégica, mientras que los derivados reversibles, llamados también
profdrmacos y fdrmacos latentes, son disefiados con el fin de eliminar
propiedades indeseables inherentes del compuesto original como olor, baja
absorcidn, sabor, etc.’

La definicién mds aceptada para un profdrmaco establece que es un
precursor, farmacoldgicamente inerte, de un producto active, denominado
compuesto “padre”. La conversién del profdrimaco en el compuesto "padre”, ya
sea por métodos quimicos o enzimdticos, ocurre después de la

administracién’®,
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La mayoria de las hormonas esteroides y de sus derivados poseen
caracteristicas indeseables en cuanto a solubilidad, pero gracias a la
presencia de grupos funcionales oxhidrilo, fdcilmente transformables, es
fécil unir porciones estructuraies (progrupos) al principio activo, provocando
una mayor hidrosolubilidad y en consecuencia una mayor velocidad de

disolucién del férmaco.!°

I.4 DERIVADOS ESTEROIDES HIDROFILICOS

Una vez seleccionada la pregnenolona como el esteroide de trabajo se
analizaron las posibilidedes sintéticas utilizadas para obtener derivados
hidrofilicos esteroides, objetivo principal de este trabajo.

Dentro de los derivados esteroides hidrofilicos mds comunes en la
naturaleza se encuentran los glucdsidos esteroides”. Esta opcién fue
descartada debido a que estos compuestos presentan estructuras complejas
y las sintesis no resultan sencillas, por lo que no se considerd que sirvan como
modelo accesible.

Otra opcidn implica el aprovechamiento del doble enlace entre ilos

carbonos 5y 6, También fue relegada debido a la gran posibilidad de obtener
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productes secundarios que afectarian tanto el rendimiento como el
aislamiento del praducto deseado,

Descartadas estas dosalternativas, la opcién considerada fue la formacidn
de ésteres. Dentro de ésta, existen dos posibilidades. La primera es la
formacion de ésteres sobre el OH en posicién 3B y la sequnda, sobre la
cetona presente en 20, previa reduccion al correspondiente alcohol. Se
selecciond la que implica al higlroxilo en 3 ya que es mds representativo de
una gran cantidad de esteroides, apoyade en la suposicién que establece, que
la esterificacion de un alcohol es una reaccién simple.

La esterificacién se define como la formacién de un éster a partir de un
alcohol y un écido carboxilico, Esta puede resultar inconveniente desde un
punto de vista experimental, dado que el aislamiento del producte deseado a
partir de la mezcla de reaccidn en equilibrio puede requerir procedimientos
complicades de purificacidn, por lo cual a menudo resulta deseable convertir
el dcido carboxilico en un halogenuro de acilo o anhidrido, derivades mds
reactivos, de manera que la reaccion con un alcohol sea un proceso
esencialmente irreversible, Los anhidridos, si bien son menos reactivos que
les halogenuroes de acilo, resultan a menudo adecuados para la preparacion de

ésteres'®,
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Los efectos de la esterificacién de hormonas esteroides son miltiples
dependiendo del esteroide y del radical acilo. Los factores que se ven mds
afectados son: la estabilidad, la solubilidad, la velocidad de absorcién, asi
como la velocidad de hidrélisis y muchas veces la actividad biolégica.”®

Los hemiésteres de didcidos son empleados como derivades hidrosolubles
de alcoholes insolubles en agua. Esto ha sido de gran importancia en el
estudio de mezclas naturales complejas de esteroides, pues permite separar
los alcoholes no esterélicos (androstenoles, pregnanoles, efc.) de los demds
componen?esm.

Tomando en cuenta todas las razones antes expuestas, se decidié obtener
hemiésteres de la pregnenolona como ejemplo de derivados hidrofilicos
esteroides. Para ello se descarté la posibilidad de trabajar con halogenuros
de acilo ya que debian emplearse hemihalogenuros, los cuales son dificiles de
conseguir o de sintetizar, Debido a ello y a los antecedentes bibliogrdficos,
se decidid utilizar anhidridos de deidos dicarboxilicos.

Para la seleccidn de los anhidridos se establecié que estos no contuvieran
carbonos asimétricos que complicaran el proceso de aislamiento, asi como el
rendimiento del producto deseado, y que fueran derivados de dcidos

presentes en los sistemas bioldgicos, como son el dcido succinico, el dcido



maléico y el dcido oxdlico, de manera que no presentaran problemas de
toxicidad.

Una vez seleccionada la pregnenolona como el prototipo de molécula
esteroide y los anhidridos tipo deseados, se realizé una exhaustiva revisién
bibliogrdfica que permitié conocer los antecedentes existentes y asf llegar al

disefio experimental que se presenta en este trabajo.
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II. ANTECEDENTES

En 1940 la pregnenolona se empleo como un tratamiento exitoso contra la
artritis reumatoide®!, Un poco mds tarde Ishmael® y su equipo de
trabajo demostraron que el acetato de pregnenclona también es efectivo
en el tratamiento de esta enfermedad; mientras que Lamb™ demostrs la
gran efectividad de éste en el tratamiento de la nocardiosis, una infeccidn
fangica.

La pregnenolona también parece ser efectiva en ciertos casos de
alopecia y de eczema seborréico®.

Actualmente se sabe que la preghenolona tiene accidn scbre una
multiplicidad de blancos fisioldgicos; inclusive se ha comprobado que sirve
como potenciador de la memoria®,

En diversos articulos varios autores mencionan que existen algunos
problemas con la aplicacidn de pregnenolona por via intramuscular,
probablemente debido a su poca solubilidad en agua.

En cuanto a la informacidn relacionada con los hemiesteres de
pregnenolona o de otros esteroides, una revisién bibliogrdfica inicial

condujé a 6 referencias relevantes de las cuales dos 38 y 49 mencionan el

hemisuccinato de pregnenclona. La primera con relacién a su espectro de
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difraccidn de rayos x y la segunda con respecto a su accién hipndtica. Las
otras cuatro 28-31 tratan sobre hemisuccinatos de esteroides varios.

En el diccionario de esteroides Hill"' se detecté una patente sobre la
actividad antialérgica de pomadas a base de hemisuccinato o hemimaleato
de pregnenclona o de sus sales sédicas®.

Mientras que Parsons® en 1966, no describe la sintesis pero reporta
un p.f. de 171-3°C para el hemisuccinato de pregnenolona, indicando que
corresponde al reportado en la bibliografia, pero sin proporcionar las
referencias correspondientes, Gyermek* en 1968 reporta un p.f. de 197-
8°C, tres bandas del espectro de infrarrojo y un procedimiento de sintesis
y aislamiento del hemisuccinato de pregnenolona poco convencional que
conduce a un rendimiento del 68%.

Por ofra parte, la patente de Panzarella® de 1965, no describe la
preparacién de los hemisuccinatos ni reporta constantes ni
caracterizacién alguna de los mismos.

Estas discrepancias reforzadas por los datos experimentales que
mientras tanto habian sido encontrades en el desarrollo de este trabajo,
obligaron a insistir en la blsqueda de la descripcidn original de la sintesis

del hemisuccinato y del hemimaleato de pregnenolona.
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Se encontraron trabajos que trataban bdsicamente sobre ensayos
farmacoldgicos y bioguimicos del hemisuccinato de pregnenolona, pero
ningunc aludia a su sintesis o caracterizacidn.

De entre ellos, White”, en su estudio de 1972 sobre la interaccién del
hemisuccinato de pregnenolona con la reductasa de la cortisona, describe,
sin detalle, la preparacién de hemisuccinato de pregnenolong,
aparentemente homogéneo en dos sistemas de cromatografia en pelicula
diferentes, con un nuevo punto de fusién de 154-9°C y espectros de RMN
¥ masa que no presenta.

En los demds articulos, Schwenk® referido por Pérez®’, describe, en
1943, la preparacién de hemisuccinatos de dcidos biliares. Loynes™ en
1952 reporta la actividad cardioténica del hemisuccinato de pregnenclona
que obtiene de los Dr. E. Lozinski y A.5. Odell de Frost & Co. de Montreal.
Truitt?® reporta en 1956, la actividad del hemisuccinato sédico de
pregnenolona sobre la fosforilacidn oxidante del cerebro y obtuvo el
producto del Dr. Michael Carlozzi de los laboratorios Pfizer. Stoppani®' en
1969, estudia el efecto inhibidor del hemisuccinate de pregnenoiona sobre
la transferencia electrénica y obtiene el esteroide de Mann Research
Laboratories Inc.

Margineda® en 1975, estudia el hemisuccinato de pregnenclona sobre

la extincién de la fluoresencia de la alblimina y obtuvo el esteroide de
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Mann Research Laboratories Inc. Yamashita™® en 1975, prepara
hemisuccinato de l6a-oxipregnenolena a partir del hemisuccinato de
pregnenolona por la accién de Strepfomyces rosecchromogenes, sin
indicar la procedencia del esteroide empleado y proporciona un eluyente
de cromatografia en pelicula para el éster. Irwin® en 1994, estudia el
efecto potenciador o inhibidor del hemisuccinato de pregnenolona sobre el
receptor del N-metil-D-aspartato y menciona que obtuvo el estercide de
Steraloids (Wilton, NH). En 1995, Pérez®” estudia, la desproteccién del
hemisuccinato de pregnenclona con dxido de bis(fributilestafio) y solo
indica que se preparé con anhidrido succinico en piridina.

Por otra parte en la coleccidn de espectros del Sadtler, dnicamente se
encontrd informacidn sobre el espectro de RMN del hemisuccinato de
pregnenolona (18838M).

Por medio de una investigacién exhaustiva logramos localizar a uno de
los proveedores mencionados en la bibliografia, Steraloids, Inc.”?, de quien
se solicitd informacién y muestra del hemisuccinato de pregnenolona, que
resulté reportado con otro punto de fusién diferente a todos los
anteriores detectades (165-6°C) y que no fue reproducible

experimentalmente con la muestra recibida.
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IITI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Proponer modelos de sintesis, tecnolégicamente viables, para compuestos
esteroides hidrofilicos, nuevos o conocidos, aprovechando los grupos

funcionales caracteristicos de moléculas esteroides tipicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Estudiar la monoesterificacion del oxhidrilo en posicion 3 de la
pregnenolona, con anhidridos de dcidos dicarboxilicos carentes de carbonos
asimétricos (anhidrido succinico y anhidrido maleico) con el fin de obtener
hemiésteres de pregnenolona que posean un carboxilo libre el cual permita
la posterior formacién de sales, dando lugar asi, a los derivados hidrofilicos

correspondientes.

o Caracterizar los productos que se logren sintetizar.
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IV. HIPOTESIS

Mediante la monoesterificacién del oxhidrilo en posicion 3p de la
pregnenolona, con anhidridos de dcidos dicarboxilicos deben obtenerse con
buen rendimiento, hemiésteres dcidos de pregnenolona, capaces de formar

sales solubles en agua.
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V. METODOLOGIA

El disefio de la parte experimental se efectué tomando en cuenta

principalmente los trabajos realizados por Giral y Rojhan'®, Ruzicka®®

Gerald®, Philippson™ y la patente de Syntex Brit, 840,659, para la sintesis

de hemisuccinates de otros esteroides, asi como

experimentales del proyecto del cual este trabajo forma parte.

los antecedentes

eferencia ESTEROIDE ANHED, PIRIDINA T t p.f. |REND
SUCCINICO Relacién (°c) (h) (°0) (%3
Relacién Molar Molar
28 Testosterona 2.88 18.23 125 45 | 183-5 -
19i-3
29 21-oxipregnan-3,20- 3.38 42.12 Ambiente | 18 200 99
dioha
30 Desoexicorticosterona 3.30 10.26 Calentar i 209+1 -
31 5p-Pregnen-3-ol-21- 3.15 32,7 Ambiente | 16 |1485-501 -
ona-20
16 Colesterol 3.80 24 Baflo 3 175-6 | 65-
maria 80
Relacién Molar en base a un mol de esteroide
TABLA1

Anglizando la informacién recopilada en la tabla 1 se realizé el

planteamiento experimental inicial el cual se resume en las tablas 2 y 3.
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EXPERIMENTO 5P-1

REACTIVOS Relacidn MM g
molar {g/mol)
PREGNENOLONA 1 316.5 1
ANHIDRIDO SUCCINICO 3.8 100.1 1.2
PIRIDINA 40 79.1 | 9.8(10ml)

Relacién Molar en base a un mol de pregnenolona; MM=Masa molecular; g=grames

TABLA 2
CONDICIONES - |
Temp. (°C) 60
Tiempo (h) MONITOREO CADA 0.5h

El monitoreo serd por cromategrafia en capa delgada (se deberdn hacer antes pruebas de eluyentes)

TABLA 3

El esteroide es el reactivo limitante ya que es la materia prima mds cara,
ademds de disminuir con ésto la posibilidad de formacidén del éster neutro como

producto secundario.

Debido a que la pureza del anhidrido succinico con el que se contaba
inicialmente era desconocida se escogid la relacién molar mds alta entre las

registradas en la tabla 1.
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Con respecto a la piriding, la cantidad se ajusté al tamafio del equipo de
trabajo con que se contaba; tomando en cuenta que ademds de su participacién

en la reaccién, debe funcionar come disolvente,

Considerando que se desconocia la labilidad del producto frente a la
temperatura, se decidié trabajar a 60°C, ya que esta es una temperatura
media entre las reportadas. Por cdlculo aproximado se dedujo que una reaccién

reportada en 18h a temparatura ambiente, podria tomar algo mds de th a 60°C.

La reaccién serfa monitoreada con el fin de evaluar el desarrollo de ia

misma y con ello poder optimizar las condiciones de reaccidn.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

VI.1 DIAGRAMA GENERAL PARA LA SINTESIS

Pesar en una matraz esférico la pregnenolona (1g)
(con barra magnética)

Afiadir poco a poco la piridina hasta que se disuelva la
pregnenolona

[ Afiadir el anhidrido succinico y luego el resto de piridina |

l Calentar (confrolando la temperatura) J

Tomar muestras cada 30min y evaluar
cromatograficamente

Parar el calentamiento 30min después de que ya no se
detecte pregnenolona en el cromatograma

VI.2 DIAGRAMA GENERAL PARA EL AISLAMIENTO

Afiadir 8 partes de agua dest. al matraz de reaccion y calentar a
reflujo aproximadamente 20 min, .

‘ Vaciar ¢l contenido del matraz en 100 partes de agua dest.

I: Ajustar a pH de 3 con HC diL.(1 :3) |

Filtrar al vacio y lavar con varias porciones de agua hasta que el
pH del filtrado sea igual al del agua dest de lavado

Secar el solido a 60°C hasta peso constante
o Calcular el rendimiento.
o Determinar ¢l p.f
. Evaluar cromatograficamente (R.1)
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La técnica anteriormente descrita para la sintesis es la empleada en la
mayoria de las referencias revisadas, por lo que se decidié implementarla como
técnica inicial y de acuerdo con los resultados obtenidos, no fue necesario

hacer modificaciones importantes.

En cuanto al aislamiento, se encuentran dos técnicas descritas.

La primera que implica una extraccién con éter, fue descartada en
funcién de experiencias previas en el laboratorio referentes a problemas de
reparto del producto entre la fase acuosa y la fase orgdnica, cuando se trata
de ésteres de alcoholes de elevado peso molecular, lo que condiciona un menor

rendimiento o un proceso mds complicado.

La segunda, es la anteriormente descrita. Una precipitacidn en agua, con
posterior filtracidn y eficiente lavado con agua, lo cual supone una técnica mds
sencilla y econémica que la extraccién; aunado a las ventajes de trabajar con

agua y ho con éter y garantiza un rendimiento cuantitativo de esteroide crudo.

Las reacciones bdsicas que se llevan a cabo durante el proceso de
sintesis y del aislamiento se exponen a continuacién, asfi como el mecanismo de

reaccidn propuesto.
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VI.3 REACCIONES GENERALES

V1.3.1 SINTESIS

Q
N\ -CHs
N

CH3 0

CHj +
OH,
Anhidrido
Pregnenolona suecinicoe

Sal de piridinio del
hemisuccinato de pregnenolona

La sal de piridinio del hemisuccinato de pregnenolona se encuentra
disuelta con el exceso de anhidrido succinico en la piridina remanente, asf come

con la preghenolona que no haya reaccionado.
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VI. 3.2 ALISLAMIENTO

0 /
A COOH - - }
..§.
0 A+ HO = " coon . | =% & Qooc
, N \/\cooﬂ
Acido succinico Piridina Sal de piridinic del dcido succinico
Anhidride suceinice
{exceso)
a 0
COoH CH;
N

COOH ~ T
COO

| + Acido succinico

®a®

®GOC\/\OOOH Hemisuccinato de Clorhidrate de
Saf de pirldinio del Sal de piridinio pregnenolona piriding

hemisuccinato de pregnenolona del dcide suceinico

El hemisuccinato de pregnenolona se encuentra totalmente protonado a
pH=3, dado su elevado peso molecular, precipita en medios acuogos muy
diluidos. l.0s otres productos: clerhidrato de piridina v el écido suceinico
son totalmente solubles en agua en las concentraciones empleadas vy se
eliminan en la filtracién v con los lavades, La tnica impureza que no se

elimina en este proceso es la pregnenolona que no haya reaccicnado,
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 SINTESIS DEL HEMISUCCINATO DE LA PREGNENOLONA

Exp. Refacién Molar T t Rend | p.f Cromatograma | Clave del
Preg'/Anh, Succ"/Pir! | (°C) (h) %) | (°c) ®R.7) prod.
SP1 1/3.8Y/40 60 375 94 | 184-8 [0.00,0.09,037 SP3-4
5P2 +3.8! 60 225 0.51*
sP3 (=7.6) 100 2
SP4 1/3.8'/40 100 2] 89 |179-82 |0.01,0.350.561 SP4-11
sP6 1/3.82/40 100 7.5 92 | 183-7 |0.00,0350.52% SPo-11
sP7 1/7.6%/40 100 35 93 | 184-8 |0.00,0350.52° SP7-5
SP11 1/11.42/40 100 2.5 95 | 182-6 |0,00,0350.52¢ SP11-4
SPi2 1/15.2°/40 100 15 91 | 177-81{0.00,0350.52% 5P12-3
5P14 1/15.2°/40 60 24 94 | 176-9 [0.01,0260.47, SPi4-1
0.86%
P15 1/16.2%/40 20 384 22 | 151-65 | g.24* SP15-1
(l6dias) | B4 | 165-74 | 0.260.510.76% §P15-5
5P16 1/3.8%/10 100 15 111 | 174-86 | 0.01,0250.46, SP16-1
0.82%
sP20 1/3.8%/10 60 24 91 176-9 10.01,2.34.0.54, 5P20-1
0.82°
Nota 1: La tipografia indica el valor de R.f asignadoe pora: A cinato de pr lona (cursiva); pregnenolona

(negrita}; principal (subrayado).
Nota 2: “Tolueno:Acetona (70:30) fresco; “idem, no fresco” Clorofarmo: Metanel (90:10); Yidem, no fresco.
Naota 3: Los exponentes indican las caracteristicas del reactivo empleado{ver Apéndice ITI),

TABLA 4

Mediante el monitoreo del avance de la reaccién por cromatografia en

capa delgada {Apéndice I) pudo constatarse la presencia de pregnenolona en el

experimento SP1 tras 3.75h de reaccién; esto llevé a hacer un replanteamiento

experimental.
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Debido a la dudosa pureza del anhidrido empleado se decidié doblar la
cantidad a fin de desplazar el equilibrie hacia los productos (experimento SP2).
Alin asi, después de un tiempo considerable (2.25h), la reaccién no parecia
haber férminado, entonces se aumentdé la temperatura basdndonos en los datos
de Ruzicka® y de Giral y Rojhan'®(ver Tablal). Con ello se consiguié finalizar la
reaccién al cabo de 2h adicionales, a 100°C (experimento SP3), ya que en los
cromatogramas de monitoreo, la mancha correspondiente a la pr'egnendlona Ya

no se detecté atin aplicando el triple de la concentracién,

Con las modificaciones necesarias realizadas sobre el planteamiento

inicial, se decidié efectuar un nueve experimento,

En el experimento SP4 se guardan las relaciones molares planteadas
para el experimento SP1 pero se cambid la femperatura de trabajo a 100°C,

con lo que logramos que la reaccidn se llevard a cabo en 6h.

Una vez constatado que la reaccién requeria de una temperatura mds
elevada, se procedié a analizar cuidadosamente las estructuras de los

compuestos citados en las referencias principales. (Tabla 1)
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CH;
OH
CH; ~
' CH;
o?
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Testosterona 21-oxipregnan-3,20-diona
I
CH3 CHy .
CH, OH
CH, ~
CHjs
CHj4
CHs
Ol 5B-Pregnen-3-0l-21-ona-20
Colesterol
CH i
3\_“ o CH, “ OR
CHj o . \/
CH;
CH;
HO 0
s
Desoxicorticosterona
PREGNENOLONA
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Se observa gque oquellos compuestos cuya sintesis se reporta en
condiciones mds suaves (Temperatura ambiente y tiempo prolongado)
corresponden a alcoholes primarios, mientras que aquellos cuya sintesis se
reporta a temperaturas mds elevadas, son alcoholes secundarios al igual que la
pregnenolona. Los alcoholes secundarios requieren de condiciones mds
drésticas, por lo que podemos afirmar que presentan una menor reactividad
que los alcoholes primarios para reacciones de esterificacion de esteroides

con anhidridos de dcidos dicarboxilicos.

Debido a que no fue posible conseguir en plaza un anhidrido de buena
calidad se decidié sintetizarlo (ver Apéndice IV). Con este reactivo se llevd a
cabo un nuevo experimento para eliminar la incertidumbre que pudiera generar
la calidad del anhidrido sobre los resultados. Los resultados del experimento
SP6 muestran que al parecer la calidad del anhidrido influye sobre el

rendimiento y el tiempo de la reaccién.

Una reaccién a 100°C durante 6-7h involucrando una molécula de
esteroide parecid a todas luces, inadecuada, ya que se pretendia una sintesis
tecnolégicamente viable, es decir con buen rendimiento y buena calidad de
producto, cosa que resultaba dudosa en esas condiciones y por ello se decidié

doblar la cantidad de anhidrido en el experimento SP7. Los resultados fueron
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satisfactorios, se logré disminuir el tiempo de reaccién aproximaedamente a la
mitad, sin afectar el rendimiento ni la calidad. Con estos resultados y en el
afdn de estudiar la cinética de la reaccidn, asi como de mejorar las condiciones
de la misma, se realizé un nuevo experimento(SP11) con el triple de la cantidad
de anhidrido propuesta inicialmente y una vez mds, los resultados fueron
satisfactorios, el tiempo se redujo en un 71%. En el experimento SP12 con el
cuddruple de la cantidad de anhidrido inicial, el tiempo de reaccion nuevamente
se redujo en un 60% y se acercé al tiempo inicialmente planeado de 1h de

reaccion,

Trabajar a temperaturas elevadas no es lo recomendable, ya que en
muchos casos se fomenta la formacidn de productos secundarios, ademds de
implicar un gasto energético. Con el fin de modificar esto y guidndose por la
regla general de que con cada 10°C de aumento en la temperatura se disminuye
aproximadamente a la mitad el tiempo de reaccién, se caleulé el tiempo que se

requeriria para la reaccién a temperatura ambiente.

Se estimé que la reaccién tardaria 16 dias por lo que se llevé a cabo el
experimento SP15 que no pudo canservarse en agitacién permanente sino sélo
esporddica, Al parecer, el no haber utilizado agitacién constante permite que

una pequefia parte del producto (22%) cristalice, Es interesante notar que
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este representa un praducto mds "limpio” respecto a los demds obtenidos en
los experimentos anteriores, ya que sélo presenta la mancha corresPdndienfe

al producto de interés.

Por otro lado también se llevé a cabo un experimento en dénde la
temperatura se fijé en 60°C como inicialmente se habia programado y un
tiempo de reaccién estimado de 24h. Los resultados arrojados por este
experimento (SP14) fueron congruentes con lo esperado. E| producto aislado
tiene caracteristicas similares a los anteriores y las condiciones de tiempo y

temperatura son mds adecuadas.

A pesar de que los resultados obtenidos en los experimentos SP6, SP7,
SP11 y SP12 fueron satisfactorios, las condiciones de reaccién atin no

convencian, ya que debia emplearse una gran cantidad de anhidrido.

Andlizando cudl es el efecto neto del aumento de la cantidad de
anhidrido, se observé que la concentracidn influye sobre la velocidad de la
reaccién. Si las solubilidades de los reactivos lo permiten al disminuir la
cantidad de disolvente logramos aumentar la concentracién de los reactivos sin

necesidad de emplear grandes cantidades de los mismos.
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Se escogié trabajar con la concentracidn utilizada en el experimento
SP12, ya que fue el de menor tiempo de reaccién obtenido y de esta manera se
llevé a cabo el experimento SP16, con la cuarta parte de piriding, o sea
10moles/mol que de todas maneros exceden la mol/mol requerida para la
reaccién y dejan un exceso de 9 moles como disoivente. En efecto, la
disolucién inicial fue buena en caliente y como se observa en la tabla 4, el
resultado obtenido respecto al tiempo de reaccidn, fue el esperado, ya que es
exactamente igual al del experimento SP12. El rendimiento obtenidono fue

adecuado.

Rasado en los resultados de los experimentos SP16 y SP14, se decidié
efectuar el experimento SP20 que reunia caracteristicas de ambos. El
resultado fue satisfactorio y permitié obtener un producto crudo similar a los
anteriores trabajando a 60°C durante 24h y con la cuarta parte de la piridina

inicial,

Una vez que se lograron establecer las condiciones ideales para la
sintesis se decidié hacer lotes mds grandes (experimentos SP24 y SP5Q) que
permitieran obtener una mayor cantidad de producto (aprox. bg en cada

experimento), necesaria para realizar pruebas posteriores.
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EXPERIMENTOS SP24 Y SPS0

Exp. Relacidn Molar T t+ |Rend | p.f Cromatografia CLAVE
Preg®/Anh.succ. ¥/Pirt [ (°€Y| (h) | {%) | (°C) {R.f) del prod.
5P24 1/3.8/10 &0 24 94 {178-830.02,0,10,0410.61, SP24-1
0.81°
SP50 1/3.8/10 60 24 98 | 176-81 0.02,%,0.62” 5P50-1

7, 3+

Nota 1: La tipegrafia indica el valor de R.f asignado para: Hemisuccitiat de pr {eursiva); preg

{negrita); principal {subrayade).
Nota 2:.2Cloroforme: Metanol (90:10); Yidem, no fresco.
Nota 3: Los exporentes indican las caracteristicas del reactive empleada(ver Apéndice IIT),

TABLA 4a
Paralelamente a los experimentos realizados con piridina; se hicieron
pruebas alternas para la sintesis del hemiéster, utilizando catalizadores
(dcidos de Lewis), ya que se encontraron antecedentes relacionados®**, Por un
lado se trabajé con eterato de trifluoruro de boro (BF3.Et20) en escala de
tubo de ensaye (50mg de esteroide) y sin aislar el producto y por otro con

dcido para-teluensulfénico (p-CHzCeHaSO3H).

En las tablas 4b y 4c que se presentan a continuacién se resumen los

resultados obtenidos para ambos casos.
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Los resultados obtenidos con BF3.Et20 muestran que los productos
obtenidos se encuentran impurificados con un mayor nimero de productos
secundarios, en comparacién con los obtenidos empleando piridina. Es ademds
importante notar que la mancha principal en estos experimentos, no
corresponde a la del hemisuccinato de pregnenolona sino a un producto con un
R.f mayor (0.76-0.78) en algunes cases, o a la pregnenolona misma, en ofros.
Esto puede atribuirse a que el BF3.Et.0 es un catalizador de varias reacciones,
tales como deshidratacién de alcoholes®* y acilacién de cetonas con anhidridos

para dar como resultado p-dicetonas®.

Tratando de determinar la naturaleza del producto de R.f 0.78, se
efectud el experimento SP9-2 en que se excluyé el esteroide. La ausencia de
productos en su cromatograma demostré que el producto de Rf 0.78 no es

atribuible a los reactivos empleados ni a reaccidn entre ellos.

En el experimento SP9-3 se sustituyd la pregnenolona por hemisuccinato
de pregnenolona (SP3-4) y el producto de R.f 0.78 también se formd, lo que

demuestra que no es exclusivo de la pregnenolona.

El experimento SP19-1 se realizé con una muestra disponible en el

laboratorio de etilentiocetal de la pregnenolona y en este caso no se detectd el
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producto de R.f 0.78, lo que en combinacién con los experimentos SP9-2 y SP9-
3 parece indicar que dicho producto de R.f 0.78 deriva del grupo cetédnico de la
pregnenolona o de su hemisuccinato. En ambos casos (pr-egnen;:nlona y
hemisuccinato) se origina un producto de igual R.f, 0.78, probablemente el
hemisuccinato de pregnenclona se hidroliza primero a pregnenolona y ésta. por
la presencia del eterato de trifluoruro de boro, da origen al producto con R.f

de 0.78.

El producto obtenido en la prueba con dcido p-toluensulfénico (SP21-1)
presentd un aspecto fisico que hacia pensar en un producto “limpio™: cristales
muy definidos, blancos y brillantes (ver tabla 4c). Por este, se decidid
experimentar con una reaccién a mayor escala y con diferente proporcién de
reactivos, tratando de simular las condiciones escogidas como Gptimas para el

caso de la sintesis con piridina.

El producto obtenido, mds blanco que el precedente del proceso con
piriding, posee un p.f mds bajo y mds extendido, el rendimiento alcanzado es de
sélo 84%. El proceso de aislamiento es ademds tmolesto, pues se presentan
inconvenientes emulsiones al tratar de eliminar el dcide p-toluensulfénico

remanente.
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Por las razones anteriormente expuestas se descartaron las dos

opciones alternas de sintesis, con BF3.E4:0y con p-CH3CeMeSOsH.

VII.2 HEMIMALEATO DE PREGNENOLONA

Una vez que se establecieron en definitiva las mejores condiciones para la

sintesis del hemisuecinato de pregnenolona; se procedid con la sintesis del

hemimaleato. Este derivado es de sumo interés, ya que ofrece una nueva

posicién funcionalizable (doble ligadura en la cadena hidrofilica) que puede

servir para introducir otro grupo hidrofilico.

Primero se ensayd el método con piridina, que para el caso del

hemisuccinato de pregnenolona habla resultade ser mejor. En la tabla 5 se

recopilan los resultados obtenidos.

VIL.2 SINTESIS HEMIMALEATO DE PREGNENOLONA

Exp. Relacion Molar T + |Rend| p.f Crometograma Clave
Preg®/Anh.Maleico'/Pir® | (°¢) | (h) | (%) | (°C) R.f del
prod.
MP1 1/3.8/10 60 | 24 | 143 | 230-55 | 0.01,0090.42,0.480.81 ° | MP1-1
Nota 1+ La tipografia indica el valor de R.f asignado para: Hemimaleafo de pr fona (cursiva); pregnenclona

(negrita); prancipal (subreyado).

Nota 2: “Yolueno: Acetona (70:30) fresco; *idem, v fresco,
Nota 2: Los exponentes indican las caracteristicas del reactive empleado{ver Apéndice TIT).

TABLA S
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Los resultados del experimento MP1 no fueron muy satisfaciorios ya que

se obtienen varies productos secundarios y resulta fécil identificar el producto

principal. El sélido prdcticamente negro obtenide, hace pensar que se requieren

condiciones mds suaves para llevar a cabe la reaccidn,

Se evalud la sintesis con dcido p-toluensulfénico como catalizador, en

donde las condiciones son mucho mds suaves. Se determind la solubilidad del

dcido p-teluensulfénico en cloroformo: 0.33g/100ml, siendo la de Ila

pregnenolona vy del anhidrido maléico de 17 y 53g/100m| respectivamente.

VIL.2.1 SINTESIS CON ACIDO p-TOLUENSULFONICO COMO CATALIZADOR

Exp Relacién Molar CHC, T t | Rend p.f | Cromatograma CLAVE
Preg’/Anh. Maléico' (partes) | (°C) (hy | (%) {°C} {R.F) det
/éc. p*CHaCaHﬂOaH.HaO Pl"Dd.
Mp2 1/14.5/0.05 15! 60 b5 - - 0.01,011,028] MP2-16
0.37,0.47,
0.570.64,
077
MP3 1/14.5/0.05 15! 60 5 85 | 72-86 |0.02,012, MP3-6
032039,
0.64.0.80°
MP5 1/14.5/0.05 168! | Ambiente | 3dias | 33 | 149-53 |0.06,0.12, MP5-3
+8h 031,072
MP6 1/14.5/0.05 15 Ambiente | 4dias | 84 | 109-20 (0.030.12, MP6-5
+8h 023043,
0.63,0.85
Nota 1: La hipografia indica et valor de R.f asignado para: / leate de pregnenolona {cursiva); pregnenslona

{negrita): principal (subrayade}.

Nota 2: “Tolueto: Acetons {70:30) fresco; Cidem, no fraseo. "Cloroformo: Metanal (90:10) fresco
Nota 3: Los exponentes indican las caracteristicas del reactive empleado(ver Apéndice I1I).

TABLA 5a
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La reaccion MP2 se monitored cromatogréaficamente (Apéndice I), el
procedimiento empleado para el aislamiento de MP2-16 condujo a la formacién
de emulsiones. El producto es una goma dificil de manejar, que al parecer se
descompone a 60°C. Para MP3 se sustituyé el aislamiento por una extraccidn,
reemplazando la destilacién del cloroformo por evaporacién del mismo a
temperatura ambiente; aqui se logré obtener un producto mds manejable con
aspecto ceroso que se intentd transformar en cristalino, consiguiendo solo, en
el mejor de los casos, al disolverlo en acetona y precipitarfo con agua un
producto en agujas blancas de p.f. 147-75°C que se designé MP3-7 y cuyo
cromatograma no difiere en nimero de componentes ni de sus R.f al de MP3-6.
Ef trabajar a temperatura ambiente(experimentos MPD y MP6) arrojé mejores
reultados, dando productos de aspecto mds puro y con un menor nimero de
manchas, aunque alin de consistencia cera, Las caracteristicas de los productos
obtenidos hicieron pensar en reacciones de polimerizacién.

La purificacién de los productos obtenidos no fue satisfactoria.(Tabla

5b)
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Crudo | Caracteristicas | TRATAMIENTO | REND | p.f. Cromatogramo Clave del T
del crudo (%) (*€) {R.F). prod,
MP3-6 | 0.02,012032 ACETONA-H;0O -~ 147-? 0.03,0.10,0.30 MP3-7
0.390.64 080" 0,39,0.63,0.79"
MP6-5 | 003012/ | Fteri-propilica 60 | 89-94 | 0.02,006.0.18, MPE-7
0.43.0.63,0.85" (200p) 0.46"
Nota 1: La tipografia indica el valor de R.f asignado para’ He leato de preg {cursiva); pregnencl

{negrita); principal {subrayado).
Nota 2: “Talueno:Acetora (70:30) fresco; “idem, no freseo, *Cloroforma: Metanol {90.10) fresco.
MNota 3: Los exponentes indican las coracter(sticas del reactivo empleado(ver Apéndice IIT).

TABLA 5b

Decidimos no seguir trabajando con este derivado ya que se salia de los

objetives de este Trabajo en donde se buscaban técnicas sencillas y derivados

simples.
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VIIL.3 PURIFICACION DEL HEMISUCCINATO DE PREGNENOLONA

Se llevd a cabo la purificacién de! producto crudo obtenido por sintesis que, al
lade de otras impurezas, se encuentra contaminade con pregnenclona y
presenta, por lo general color café en tonos variabies.

En la tabla 6 se registran algunas solubilidades de la pregnenalona y de
su  hemisuccinate encontradas en la bibliografin o determinadas
experimentalmente en este trabajo, especialmente para éste ditimo

compueste, ya que no se detectaron datos correspondientes en la bibliografia,

SOLUBILIDADES DE LA PREGNENOLONA Y EL
HEMISUCCINATO DE PREGNENOLONA

DISOLVENTE PREGNENOLONA |HEMISUCCINATO DE PREGNENOILONA
ambiente 50°C ambiente " BO°C
Eter isopropilice - - 117 110
Benceno 110* -- 30 10
Cloroformo 5% - - 10
Acetato de etilo Q0* - . 20
Benceno : Metanol i2 - 3.3 -
(60 :40)
Acetona 165* -- - 20
Metanol - -- -- 0

Nota 1: La solubilidad estd expresada en partes
Nota 2: * datos Tomados de Merck Tndex iled,

TABLA 6
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Esta informacidh resulto indispensable para la purificacién por

cristalizacidn y recristalizacién.

VII.3.1 CRISTALIZACIONES Y CROMATOGRAFIA PREPARATIVA EN PLACA

En la tabla 7 se compilan, por tipos de disolventes empleados, mas ho por
secuencia experimental, los resultados obtenidos.

De los ensayos realizados, solamente aquellos ;efectuados con benceno-
hexano, acetato de etilo, cloroformo, acetona y metanol represenian
criatalizaciones propiamente dichas, habiendo incluido las primeras tres, un
tratamiento previo con 10% de carbén activado y 10% de filtroayuda: en los
casos que se emplearon hexano, piridina y agua, se trata, mds bien, de lavados
del producto crudo,

Précticamente en fodos los casos se trabajaron las aguas madres
resultantes con objeto de monitorear tanto la pureza del producto obtenido
como el balance de sélides totales y con elio la eficacia y eficienciencia del

tratamiento empleado.

48



14

TYNNILNOZ

£€8-841

1-6£4S 890950 E00| 28-241 | €86 {dgy) ounxap J80I90THO0I0200 | 1-v2dS
o640 8481

1-G24S ‘66O PEDI00] 8L 66 (dg) oubxap w2G 0G0 000 g-LdS
92-4/1

G-91dS FEOBED 000| 2-081 ¥4 {dp1) oupxap 228097 0'62°0'100 | 1-91dS
2980 98-¥/1

#-91dS 062 100| 18-441 | €027 v+(deg) ozH 22809 0’62 0100 1-91dS
L-£81

1-81dS oIy OLET 00| G8-9/1 | 8T {do1) 1305V LEE0'GED000 11-94S
a1 18-941

I-#GdS nmhoﬂmo.o 141 26 (do9)ounxall/ouaduag ©FOor0200 1-0GdS
{£1m £8-8/1

1-1bdS 280770 L00] g-2z1 | 488 | (dog)ouvxapi/owenuag | L180'190THO0I0Z00 | I-v2ds
28-6./1

LIG'0'GE0I00

{g1/1) 881 -¥dS

¥eds L7 0EZ0'100! 14691 | €6 (dgg)ounxat /ouauag AGTLEYENC000  |vy-eds
{1/27) 8-+81

G-£4S JIP0PZO 00| LG9 28 (dps)ounxapsouasuag oI O LE 060000 €45

OphnJtS

ojanpoud 3 o) | ) SOpnu3 [ap

13p 2A0[) | DwbJboDWOJD 3d | QNIY OANIZIWYLVYL 50| 2P SDUSIIBLIDJDD | ADYD

VIoVid N3 VALLYYHYJIUd VISVE90LYWORD A SINOIJVZIVISTY? 1€ IIA




0¢

LVIIV.L

‘BPRADO.I|L) 2P 2,01 A OPPALIID USGULD BP %O UO? CINAIDIDY DAL 4 | iG DHON
"op0npo.d 12 o5 vaod sopEajdiug ayuasosip 2P (d) s24urd sof uDdIpu) SISP4URIDE UD SeIBITM 50T i DRON
{111 2opudy JaA)OpDRKdID GALLITS (3P SD214SPEI0UDO SO) UDRIPR] SPLUBUedXS 507 if DION
‘02584 0 ‘Wizl (DEOE} JOUDIOY olojolo)y 0OSBUL OU Wapr , 16o52.) (0£:04) DUDLEDYIGNANI0L, 12 THON

“(opeARJqns) RdIaund [(pilbau)

vuojoustbaud Bz} 3 2 0aod opDUBIED 473 3D Jo[oA |2 Doipul D ouBedl B £ T DYON
1£-091
01-1dSH OL0VG0FF0| 6-G/T | €2 (dg} HoawW WLLOT0EGO LZ0E00 | 9-1dSH
w840 £5°0=4"4 opuny g-2¢1
T-££dS ‘690'16°0720 | 67661 | gve oPI141|PUD DI0g »2G'0'GE000°0 7-11dS
w06'CG| 9-191 £9'0=4d opuog 9-281
I-¥EdS  |'640'86°022000! €161 | +¥ PALDIdaud DoD) v2G0'GE 0000 v-11dS
2L £8-81
rypdS  |OFUSIO600'200] €861 | G (dpg) puosasy B OIS0 IFO0I0200 | 1-42ds
Q140 £8-2/1
I-¥¥dS |FEUSTOS0CEO0]| 18691 | 62 {dg) 50H2 GISOTFOIFOOTC200 | 1-vads
£8-841
1-2dS €8 07ET 200] 28-8/11 Ol (dz) owipriid 80190 H 0010200 | 1-b2ds
6-TdSH oz0| - - 12-091
8-1dSH $L006CIZ0 | eL-c91 | 88 (dot) jouoxaH 2LLOTY0EG0 LZO'E0C | 9-1dSH
£8-8/1
1-8%dS 09°0EF0'200} 28-6/1 | 8 {dpz) ouoxzH JI80T90 0010200 | 1-v2ds
NOIDVNANIINDGD™




En la mayor parte de los resultados se observa una disminucién del punto
de fusién respecto al producto crudo, en vez del incremento correspondiente,
comdn en las purificaciénes de compuestos orgdnicos por cristalizacién.

Solamente con agua, acetona, hexano y benceno-hexano se alcanzaron
rendimientos elevados, pero de entre ellos, los productos obtenidos con agua'y
con acetona, no modificaron sensiblemente su composicién, sobre todo, en
cuanto a la intensidad de las monchas de las impurezas principales en el
cromatograma correspondiente.

En este sentido, tampoco fueron atractivos los resultados obtenidos con
los disolventes que condujeron a bajos rendimientos, excluidos los casos de
SP16-5 y de HSP1-9 en los que con fratamiento de hexano, se obtuvo un
producto exento de pregnenolona, en el primer caso (probablemente debido a
la naturaleza del erude empleado) y un producto puro en las aguas madres, en el
segundo.

Este efecto, aparentemente discordante, del tratamiento con hexano,
derivado de estos experimentos, fue aprovechado en el proceso de
recristalizacidn, como se detalla mds adelante.

Los resulfados mds atractivos fueron los obtenidos con la mezcla

benceno-hexano. En efecto, en esos experimentos los resultades son
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consistentes, los rendimientos alcanzados son elevados, el decremento del
punto de fusién de los productos obtenidos, que al parecer es la tendencia en la
purificacién, fue méximo, el intervalo de fusién de los mismos, fue minimo y las
impurezas presentes se detectan en menor proporcién (in‘rensidad- de las
manchas en los cromatogramas) que en el material de partida. Los puntos de
fusién, en estos casos, se encontraban cercanos a uno de los descritos en la
bibliografia®®.

Debe mencionarse que al realizar gran parte de estos experimentos, ain
no habfa podido encontrarse en la bibliografia correspondiente el punto de
fusién del hemisuccinato de pregnenolona y que cuando esto ocurrié, tampoco
hubo posibilidad de emplearlo como referencia, ya que se detectaron

reportados cuatro puntos de fusidn diferentes:

REFERENCIA PUNTO DE FUSION (°C)
Jeffery, J.y White, .Y 154-9
Parsesns, J. et al.®® 171-3
Steraloids.®® 165-66 /(170-80)*
Gyemerk, L. ¥ 197-8

*Beterminado experimentalmente,
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Debido a esto consideramos importante reenfocar el trabajo hacia la
obtencién de una muestra completamente pura, que permitiera definir sus
constantes y comprobar su naturaleza por espectroscopia, tal y como si .se
tratara de un compuesto nuevo, no descrito.

Por cromatografia preparativa en placas andliticas y preparativas, se
obtuvieron, en poco rendimiento, los productos de mds bajo punto de fusién,
pero mds impuras que los obtenidos con benceno-hexano.

Sin embargo estos puntos de fusién son parecidos al de HSP1-9, material
cromatogréficamente puro, obtenido, en bajo rendimiento, de las aguas madres
del tratamiento con hexane del producto sintetizado con deido p-
toluensulfénico y parecidos, a su vez a otro de los puntos de fusién descritos
en la bibliografia®’.

En vista de que no Teniamos el punto de fusién de referencia y debiamos
apoyarnos en rendimiento y calidad segin cromatograma: lo mds sensato era
trabajar con recristalizaciones, ya que no logramos encontrar una técnica de

cristalizacién lo suficientemente eficiente.
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VII.3.2 RECRISTALIZACIONES

En la tabla 8 se recopilan los resultados obtenidos en los experimentos de
recristalizacion.

Por recristalizacién de metanol (20p) se lograron resultados repetitivos
conducentes a productos con bajo rendimiento y con una sola impureza (SP10-3
y SP41-2) o ninguna (SP10-2} y con un punto de fusién ahora mayor al del
material de partida. E} empleo de menores proporciones de metanol, con el fin
de incrementar el rendimiento, condujo a productos mds impuros.

En esta fase, se decidié evaluar, por espectrometria, la naturaleza de la
muestra SP10-3, ya que no se disponia de suficiente cantidad de SP10-2.

El espectro en el infrarrojo (Figura 6) muestra bandas correspondientes
al grupo cetdnico a 1704cm-1y de éster a 1734cm-1 y se comparo con los
espectros en el infrarrojo reportados para la pregnenolona (Sadtler 9600 y
muestras del laboratorio), para el dcido succinico (Aldrich 13-438-4), para el
acetato de pregnenolona (muestras del laboratorio), para el hemisuccinato de
testosterona (Sadtler 29134K), androsterona (Sadtler 29130K) y para el
hemisuccinato de colesterilo (Sadtler 41152P), mostrando ser congruente

excepto por una banda a 3434cm-1enla regién de los oxhidrilos.
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El espectro de masas (Figura 7) presenta el ién molécular (M) 417 con
baja intensidad, como es de esperarse en esteroides sustituidos en 3 cuando
no se registran a muy baja temperatura, ya que la fragmentacién cldsica en esa
posicién, por reaccién retro Diels-Alder, conduce mayoritariamente al
fragmento con dobles enlaces 1,5 é 35, si el esteroide contenia doble enlace 3-
6, como es el caso. En efecto, con mdxima intensida se observa la sefial
correspondiente al fragmento m/z 298.3 y 299.3. ello permite concluir que se
frata de un derivado de la pregnenclona sustituide en 3 y con m/z 416. Par otra
parte, los fragmentos m/z 118, 117 y 72 indican la presencia del hemisuccinato.

Sin embargo los resultados obtenides no fueron aceptables ya que por
una parteun rendimiento tan bajo no compaginaba con el objetivo ;:Ie este
trabajo, que plantea como parte importante el ofrece un modelo optimizado
para la sintesis de derivados esteroides hidrofilicos y por otra, con la certeza
que proporcionaba el monitoreo cromatogrdfico de la reaccién de sintesis en el
sentido de que el material crudo deberia contener mucho mds producto que el
aislado en forma aparentemente pura.

Debido a ello y a las limitantes que imponia la solubilidad del preducto, se
intenté efectuar una recristalizacién empleando de nuevo una mezcla de

disolventes pero diferente a la empleada en la eristalizacidn original y se
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ensayé el cloroformo-hexano, obteniendo un producto impuroe y con mal
rendimiento.

Fue por tratamientos con hexano con lo que se logré el objetivo.

Los productos SP41-4, SP41-6 y SP54-3, presentan solo la impureza de
bajo Rf (aprox. 0.02) de intensidad muy ténue y aunque parecidos a los
obtenidos con metanol, su rendimiento y calidad es superior.

Los intervalos de fusién son cerrados, lo que hace pensar en productos
puros, aunque curiosamente, productos que siguieron exactamente los mismos
procedimientos de:

- Sintesis, SP24-1y SP50-1 (Tabla 4): Cristalizacién, SP41-1Y SP54-1 (Tabla
7) y Recristalizacién, 5P41-4, 5P41-6 Y SP54-3 (Tabla 8).
dan como resultado final productos con diferentes puntos de fusion.

La dnica diferencia que existe entre estos productos es la cantidad que
se manej6: 100mg aproximadamente para el caso de SP41-4 y SP416, y 4g para
el producto SP54-3. Cuando se trabaja con cantidades pequefias la pérdida del
disolvente durante la recristalizacién es mds relevante que cuando se manejan
volumenes grandes y esto podria provocar variacion en el rendimiento y ¥al vez

en la calidad.
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El experimento SP59-1 representa el intento de repetir idénticamente
el proceso que condujo ¢ SP41-4 pero partiendo de SP54-1 en vez de SP41-1. El
resultado fue un producto con punto de fusién intermedio a SP54-3 y SP41-1.
Buscando una explicacién para este evento, se decidié volver a recristalizar los
productos implicados empleando otro disolvente. Los reultados obtenidos
usando éter isopropilico revelaron que en todos los casos, SP53-1, SP53-3 Y
SP54-5 , se obtiene un producto puro pero de punto de fusién bajo para los
procedentes de material con punto de fusién bajo, y alto para los otros. De
modo de que por ambas rutas se llega inesplicablemente a dos productos puros
idénticos cromatogréficamente pero de diferentes puntos de fusién ; uno bajo
(SP53-3 y uno alto SP54-5). La recristalizacién directa de SP41-1 {es decir sin
pasar por un intermediario tratado con hexano, como SP41-4 y SP41-6)
conduce también a un producto pure de punto de fusidn bajo como SP41-4 pero
idéntico a SP54-5 de punto de fusién alto.

E! tratamiento con hexano de SP54-3 produjo un producto puro con el
punto de fusién alto y en un rendimiento total de 98x92x94x96=81% del

teérice a partir de la pregnenolona.
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Sin embargo para fines prdcticos el producto SP54-3 es de calidad
satisfactoria y su rendimiento es de 98x92x94= 85% empleando disolventes
econdmicos y recuperables (benceno y hexano).

Notese que por sintesis con dcido p-toluensulfénico se obtiene un
producto crudo apenas con 84% de rendimiento, luego ese proceso conduciria a
un producto puro con mucho menor rendimiento global.

De todo elio deriva el siguiente procedimiento definitivo para la preparacién

de hemisuccinato de preghenolona:

1} SINTESIS

REACTIVOS PARTES

Pregnenolona 1

Anhidrido succinico 1.2

Piridina 25

Se disuelve la pregnenoclona en la cantidad necesaria de piridina bajo
agitacién y al abrigo de la humedad atmosférica y se agrega el anhidrido sin
que toque las paredes del recipiente, enjugando con el resto de piridina.

Se mantiene en agitacién a 60°C durante 30h. El producto de reaccién se
trata con 10 partes de agua y se calienta a reflujo, bajo agitacion durante 1h.

Se vierte sobre 24 partes de agua fria y se ajusta el pH=3 con dcido
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clorhfdrico diluido (1:3) y bajo agitacidn. Se filtra y el sélide color arena, se
lava con agua hasta que el pH del agua de filtrado sea igual al del agua de
lavado y el producto se seca hasta peso constante.

RENDIMIENTO: 98%  PUNTO DE FUSION: 176-81°C

2) CRISTALIZACION

Una parte del preducto crudo se trata con 50 partes de benceno, 0.1
partes de carbén activado y 0.1 partes de filtroayuda y se calienta a
reflujo, bajo agitacién, durante 20min. Se filtra, escurre y lava varies veces
con benceno y se concentra & 28 partes. Se agrega lentamente hexano
hasta aparicién de turbiedad (30 partes) sin dejar de agitar ni calentar. Se
enfria al aire bajo agitacién continua, y luego con agua helada durante 30
min y se filtra, escurre y lava con hexano frio.

RENDIMIENTO: 92% PUNTO DE FUSION: 171-4°C

3) RECRISTALIZACION (PURIFICACION FINAL)

Una parte del producto cristalizado se calienta con 20 partes de hexano en
un recipiente con condensador.Se filtra en caliente, escurre y lava con poco

hexano frio. RENDIMIENTO: 94%  PUNTO DE FUSION: 173-5°C
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Dando lugar a un:

RENDIMIENTO GLOBAL: 85%,

En esta etapa se logré conseguir una muestra de hemisuccinato de

pregnenolona comercial, de Steraloids.

Las caracteristicas reportadas por el proveedor son las siguientes:

B-PREGNEN-38-OL-20-ONE HEMISUCCINATE
(Hemisuccinate de 5-pregnen-ol-36-ona-20)
Nidmero de catdlogo: Q5525
Formula: €25 H36 O5:

Masa Molecular: 416.6;

Rotacién: +21.6° Chf/MeCH.

Punto de fusién: 165-66°

El punto de fusién reportado para la muestra comercial, designada con la

clave STERALOIDS, no pudo ser verificado.

ClLAVE DEL P.f (°C)
PRODUCTO |Proveedor Determinado experimentalmente
STERALOIDS 165-66 170-80
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El producto comercial, STERALOIDS, consiste de cristales grandes de
aspecto grasose y con una ligera coloracién amarilla. Este aspecto fisico y el
punto de fusién determinado nos hicieron dudar de la calidad del producto.

Para este momento ya se disponia de las referencias en donde se

reporta el punto de fusidn del hemisuccinato de pregnenolona:

REFERENCIA PUNTO DE FUSION (°C)
Jeffery, I.y White, 1.V 154-9
Parsons, J. et al.*® 171-3
Steraloids,*® 165-66
Gyermek® 197-8
TABILA9

Es sorprendente ver la incongruencia de estos datos.

Otra constante reportada es el Rf del hemisuccinato de pregnenolona,
en un sistema de CHCl3:MeOH (90:10) correspondiente a un valor de 0.33%,
con el que si coincidimos.

Con el fin de comparar los diferentes productos obtenidos enfre si y con
la muestra comercial obtenida, se realizaron dos cromatogramas en placas de

gel de sflice de 20cm X 20cm, con los dos sistemas de eluyentes empleados a lo
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largo de este trabajo, y aplicando las muestras que consideramos de mayor

importancia:
PLACAT. PLACA II.
Tolueno: Acetona (70:30) | CHCl3:MeOH (90:10)

CLAVE DEL PROD. Cromatografia Cromatografia
(R.F) R.1)
SP41-1 0.010.22 0.40
5P41-4 0.19 0.37
SP41-6 0.20 0.38
5PB3-3 0.20 0.36
PREGNENCLONA 052 0.62
STERALGIDS 0.18 0.36
5p54-1 0.02,0.19 0.35
5P54-3 0.20 0.37
5P54-5 0.20 0.36
5P59-1 0.23 .41

Nota 1: Las muestras se prepararon en tubo de vidrio,
Nota 2: Las muestras estdn 3 veces mds concentradas que lo que se utihzé normalmente,
TABLA 10
De los datos recopilados en la tabla 10, se puede deducir que SP41-1y

SP54-1 son iguales y que todos los demds: SP41-4, SP41-6, SP53-3,

STERALOIDS, SP54-3, SP54-5 y SP59-1 son iguales entre si.
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Para estoblecer equivalencias definitivas, se evaluaron distintos puntos

de fusion de mezcla,

PUNTOS DE FUSION DE MEZCLA

No. de Mezcla p.f de mezcla
mezcla (°C)
1 SP41-4  + SP4L6 164-75
(164-7°C) {163-5°C)
2 5P41-4 + SP4i-6 + SPH3-3 164-75
(164-7°C) (163-5°C)  (163-9°C)
3 5P41-4 + SPH4A-3 168-77
(164-7°C) (173-5°C)
4 5P41-4 + STERALOIDS 171-81
(164-7°C) (170-80°C)
5 sP54-3 + SP54-5 171-6
{173-5°C) (171-8°C)
6 5P54-3 +  SP54-7 i73-7
{173-5°C) (172-5°C)
7 5P54-5 + 5P53-3 169-80
(171-5°C) {163-9°C)
B SP54-3 + STERALOIDS 170-81
(173-5°C) (170-80°C)
9 SP41-4 + SPB4-3 + STERALOIDS 165-80
(164-7°C) (173-5°C)  (170-80°C)

Nota: El punto de fusidn de la muestracomercial de STERALGIDS, reportade en esta tabla es el obienda
experunentalwenteen este trabaja.

TABLA 11

Las muestras SP54-3 y SP54-7 parecen ser las mas puras ya que ho se
abaten entre si sus puntos de fusidn en mezcla y si, en cambio 5P54-3 sufre
abatimiento de su punto de fusién en mezcla con SP41-4, SP54-5 vy

STERALOIDS.
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SP41-4, 5P41-6 y SP53-3 y STERALOIDS parecen ser iguales entre si y

SP54-5 mds puro que SP53-3.

Resulta inexplicable que muestras cromatogréficamente homogéneas e
iguales posean puntos de fusidn diferentes y en mezcla, acusen aparentes

diferencias entre si.

En efecto entre 163-9°C funden SP53-3 y SP53-1; entre 171-5°C funden
SP54-5 y SP54-7 y entre 170-80°C funde STERALOIDS todas con la misma
gnica mancha cromatogrdfica y por punto de fusién de mezclas SP54-7 mds
pura que SP54-5 y ésta a su vez que SP53-3 y STERALOIDS pero que, por
otra parte, SP54-7 no difiera en mezcla de SP54-3 que es menos pura

cromatogrdficamente.

Sabiendo que en ocasiones los esteroides se presentan en modificaciones
polimérficas, como es el caso de la testosterona con 4 polimérfos: forma I (p.f
155°C), TI (pf 148°C), III (pf 144°C) y IV (143°C) o de la
deshidropregnenolona con 1 polimorfo y 7 pseudopolimorfos®. Se consideré la
posibilidad de que el hemisuccinato de pregnenolona presentara algin
poliformismo que pudiera explicar el tener productos con diferentes puntos de

fusién. Por otro lado en muchos casos los disolventes utilizados en las
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recristalizaciones pueden llegar a  cristalizar  intramolecularmente
impurificando en cierto modo el producto, lo que se podria ver reflejado en un

cambio del punto de fusién y no detectarse cromatogrdficamente.

Se solicité la evaluacion de los productos: SP41-4, SP54-3 Y
STERALOIDS por difraccién de rayos X, al fin de poder detectar alguna
diferencia en el arreglo cristalino. Debido a problemas fuera de nuestro
alcance sélo se anexan los resultados de SP54-3 al final del andlisis de

espectros.

Los productos obtenidos, se evaluaron por espectroscopia en el
infrarrojo, por espectroscopia de masas y por resonancia magnética nuclear.

Los resultados se comentan en el siguiente capitulo.
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VII.4 ANALISIS ESPECTROSCOPICO DEL HEMISUCCINATO DE

> PREGNENOLONA
VIL.4.1 ESPECTRO EN EL INFRARROJO.
Las sefiales mds importantes de los espectros en el infrarrojo {ir} obtenidos
se presentan en la siguiente tabla:
COMPUESTO | €=0 c=0 c-0 ¢=0 c-0 O-H O-H |FI6
(C-20) | (éster) | (éster) | (Scido) | (Scide) {dcide} (3p)
Pregnenolona | 1,683 - - s - - 3506 | 1
(2.3%T) (28%T)
SP10-3 1704 | 1734 | 1090 | L704 | 1,322 | 3,434 (ancha) - 6
(B.6%T} | (23.0%T) | (BLEHT) | {B.6%T) | (56.4%T) (76.5%T)
1,182
(34.0%T)
1,230
{66.5%T)
r
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5PA41-4 1,704 1,732 1,026 1,704 1,322 3,434 (ancha) - 1
(8.2%T) | (301%T) | (64.5%7) | (B2%T) | (58.2%T) (60.3%T)
1,182
(35.3%T)
1,230
(6B.6%T)
5P54-3 1,704 1,732 1,090 1,704 1322 | Ensanchomiento | - 17
del espectro
(4.8%T) | (23.6%T) | (84.7%T) 1 (48%T) | (51.8%T)
enfre 3,400y
1,182 2,500
{33.1%)
1,230
(68.5%T)
STERALOIDS | 1,704 1,732 1,068 1,704 1,322 | Ensanchamiente - 23
del espectro
11.7%T 23.2%T) | (B2.1% 1L7%T) | {50.6%
( )| € AN | ( 1) entre 3400y
il182 2,900
(33,1%T)
1,230
{61.3%T)
TABLA 12
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Los especiros en el infrarrojo de la pregnenolona y de cada uno de los
productos obtenidos indican la presencia de grupos funcionalés que
corresponden a los esperados.

Las cetonas presenfan una banda de absorcién de alargamiento C=0
alrededor de 1715¢m™ y de 1705cm™ cuando son de més de 7 miembros™. En la
tabla anterior se puede observar que la banda de absorcién de alargamiento
que presenta la cetona en C-20 para todos los productos es de 1704¢em™ lo que
corresponde con la teorfa, mientras que para la pregnenolona esa banda estd
desplazada hacfa un campe mds bajo y es menos intensa que en los productos.
Ello se debe a que la banda de 1,704cm™ engloba también a la correspondiente
al carbonilo del deido presente en los productos y no en la pregnenolona, ya que
las bandas de absorcién de alargamiento del dcido correspondientes
carbonilo, aparecen entre 1,700-1,725¢m™, y en general son mds intensas que
las de los carbonilos cetdnicos.

Las bandas del carbonilo correspondientes a los ésteres usualmente
aparecen alrededor de 1735¢m!, cosa que sucede en todas nuestras muestras,
Las bandas correspondientes al C-O de éster normalmente son 2 o mds entre
1300-1000¢m™ y frecuentemente se encuentran encimadas, en nuestros casos

es posible distinguir claramente 3 de esas bandas. Evidentemente las sefigles
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del grupo éster no aparecen en la figura 1, que corresponde al espectro en el
i.r. de la pregnenolona.

En general la sefial del C-O del dacido, es fuerte entre 1,320-1,210cm™;
en nuestras muestras corresponde o 1.322cm™? (con 50.6-58.2% de T).

En realidad la sefial mds importante y caracteristica de un deido es una
banda de estiramiento, generalmente muy ancha, en la zona 3,000-2,500em™, a
menudo interfiere con la absorcidén del C-H (2 bandas alrededor de
3,000cm’)*. En las muestras SP54-3 y STERALOIDS (Figuras 10 y 13) si se
puede apreciar un ensanchamiento del espectro que haria pensar que estd
ocurriendo interferencia entre las sefiales del O-H del dcido y de los C-H
presentes, aunque esta sefial en todos los espectros estd definida en 2,938cm
yen 2 850em™, Lo que es interesante es que para las muestras SP10-3 ¥ SP41-
4 (figuras 4 y 7) aparece una sefial ancha en 3,434cm’?, que haria pensar mds
en un O-H alcohdlico que en el de un dcido, lo que llevaria a considerar una
posible contaminacidn.

Las bandas de alargamiento del O-H son anchas entre 3,500-3,650cm™.
La correspondiente al OH en 3p de la pregnenclona es muy clara.

En todos los espectros hay ademds sefiales de metilo y metileno, como

son las bandas en 1,358cm™ para los metilos y en 1434em™ para los metilenos.
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Otro grupo funcional importante que no se incluyé en la tabla es el doble
enlace 5-6. El =C-H usualmente se presenta una vibracién de alargamiento
(stretching) entre 3,000-3,300cm™ como se explics anteriormente (C-H).
También existe la vibracién de alargamiento del €=C en la regién entre 1600-
1675¢m™, pero muy a menudo son bandas muy débiles. En la dnica figura en que
se alcanza a detectar claramente es en la 6 en 1626cm™(80.4%T), y po;" ditimo
la vibracién de flexién (bending) del =C-H fuera del plano en la regién de 1,000-
650cm™, se nota en las figuras de los espectros en el ir. apareciendo como
pequefias bandas en esta regién.

Al parecer existe una mayor similitud enfre los espectros
correspondientes a las parejas de compuestos SP10-3 y SP41-4, y SP54-3 y
STERALOIDS. Estos dos dltimos parecen estor mds pures que los dos

primeros.
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VII.4.2 ESPECTRO DE MASAS

El espectro de masas de la preghenolona es complejo, debido a que se
presentan rupturas de diversos enlaces:para producir los fragmentos de los
anillos. A continuacién se comparan los espectros obtenidos para los productos
con el de la pregnenolona, recaicando las diferencias que ponen de manifiesto la

esterificacién evada a cabo.

FI6. 2 Fi&. 7 Fig. 12 FI&.18 FIG.24
Pregnenclona SP10-3 sP41-4 | SPB54-3 | STERALOIDS
m/z m/z m/z m/z m/z

s 417(13%) 417(45%) | N7(8%) 417(5%)
391(11%)* 391.2(10%)* | 391(12%)* | 391(47%)* 391(33%)*
317(60%) - - - -

299(80%) | 299.3(100%) | 299(100%)| 299(3%) 299(8%)
281(10%) 281(21%) | 281(20%) - -
- - = 279(10%) | 279(10%)
255(10%) | 255.2(12%) | 255(13%) - -
231(8%) — =~ . -
213(8%) 213(8%) | 213(8%) - -
154(100%) | 154(73%) | 154(35%) | 154(25%) | 154(25%)
149(75%) 149(17%) | 149(21%) | 149(100%)| 149(100%)

91(32%) 91{46%) 91(65%) - -
57(15%) 57(14%) 57(23%) 1 57(28%) 57(23%)
43(59%) 43(15%) 43(71%) | 43(21%) 43(15%)

NOTA: * seflales que aparecen también para la matriz (alcohol nitrobencilico) Figura 29.

TABLA 13
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En el espectro de la pregnenolona se detecta el ién molecular (M*) de
317 que corresponde a su peso tmolecular. £l grupo oxhidrilo es relativamente
inefectivo como estabilizador de carga y la pérdida de agua en los esteroides,
en general, ocurre con considerable facilidad, tanto térmicamente como con

impacto electrénico®, lo que conduce al fragmento de 299 (M'-18).

En todas las muestras se detecta el ién molecular M'417 que
corresponde al peso molecular del hemisuccinato de pregnenolona y un m/z de
299 que corresponde a la pérdida del agrupamiento en 3 (dcido succinico
M'118).

CH;

C—
CHs 0

OH
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Estos fragmentos son los mds importantes, ya que son los que evidencian
la esterificacién del OH en 3p de la pregnenolona, para dar lugar al
hemisuccinato de la misma.

Nuevamente las parejas SP10-3 y SP41-4, y SP54-3 Y STERALOIDS
presentan patrones de fragmentacién similares entre sf, aunque, en realidad,

ho hay diferencias muy notorias entre las cuatro muestras.

VIL4.3 ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

VIT431'H

Por el gran nimero de protones unidos al esqueleto  de
ciclopentanoperhidrofenontreno, los esteroides presentan un espectro
compiejo, donde las sefales para metilenos y metines son dificiles de distinguir
manifestandose como amplias absorciones entre 0.5 y 2.2 ppm**. Dentro de
este dmbito, para la pregnenolona, las sefiales de los metilos angulares, el
protén del oxhidrilo, el protén vinilico y el protén del C-3, geminal al hidroxilo,

emergen visiblemente separadas del resto de las sefiales.(F16.3)
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En los espectros de resonancia proténica las sefiales que presentaron

las muestras se comparan con la pregnenclona en la siguiente tabla,

3CH, 1CH, Cao u
2'CH; 1 '2\{3/‘7 "‘
/ 19Hs Ig
Omlc 2/1\!0/§\L/14:__15/

0'--} £HJIH

g g
! k
COMP. H-3 H-6 H-21 H-19 H-18 | H-O Aleohot | H-O Acido
ppm ppm Fpm ppm Ppm ppm ppm
PREG, 3,375 5,368 2.077 1.008 0.601 3.662 -
Fig.3 5,340 3.647
SP10-3 | 4531 5.384 2.066 1.041 0.603 - 10.720
Fig.8 5.367
SP41-4 | 4581 5442 2121 1.096 0.659 - 10.680
Fig.13 5.439
SP54-3 |  4.585 5436 2.118 1093 0.655 -- 10.720
Fig,19 5422
STERL | 4530 5.386 2.066 1.040 0.601 -- 10.729
Fig.25 5,370
TABLA 14

Como puede observarse en los espectros correspondientes o las
muestras; el préton del oxhidrilo alcohélico se encuentra ausente en fodos

los casos, lo que es congruente con que se encuentre esterificado.
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Los protones de OH fdcilmente pueden formar puentes de hidrégeno,
intercambiarse, y tener cardcter dcido; por ésto, sus sefiales quimicas se
ven influenciadas notablemente por la concentracién, la temperatura, el
disolvente y las impurezas tales, como el agua, de modo que su
desplazamiento quimico es variable. En general se ha establecido que los -
OH de alcoholes presentan un 3 entre 1-5 ppm; mientras que los -OH de
dcidos lo hacen entre 9-13 ppm™.

En el espectro de la pregnenclona, esta sefial se presenta como un
doblete en 3.662 y 3.647 ppm por su acoplamiento con el prétonen 3, lo
que queda dentro del intervalo de los OH alcohdlicos. Para las muestras las
sefiales aparecen alrededor de 10.700 ppm, lo que corresponde a un -OH
de dcido (el correspondiente al carboxilo libre del deido succinico).

La dificultad para la formacién del hemisuccinato sédico de la
pregnenolona, hizo considerar la posibilidad de la presencia de un éster
neutro, el cual, al no poseer un carboxilo libre, no permitiria la formacién
de la sal. La presencia del hidrégeno dcido, anteriormente discutido,
descarta esta posibilidad.

En la pregnenclona, el protén metinico axial (H-3), adyacente al grupo
oxhidrilo, estd separado de las sefiales del resto del esqueleto. Este
protén aparece en forma de un multiplete centrado en 3.375. Por su

posicién estd acoplado a cuatro protones: dos axiales y dos ecuatoriales,
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cuyas lineas se fr;aslnpan. El valor de desplazamiento quimico esperadoe
para el HOCHRIR?, considerando a R' y R® como sustituyentes alcohilos
simples y el corrimiento provocado por ef OH™, debe aparecer en 3.2 +
0.10 ppm. Considerando que los OH axiales producen grandes incrementos,
del orden de 0.5ppm y en cambio los OH ecuatoriales afectan ligeramente
a los protones axiales, del orden de 0.1 ppm*. Podemos concluir que el H-3
se encuentra en posicidn axial,

En los espectros de las muestras, la sefidt del H-3 se ‘encuentra
desplazada entre 1.15 y 1.21 ppm, lo que confirma la esterificacién de la
pregnenolona. Otre aspecto importante es que la amplitud del multiplete
se conserva en todos los casos por lo que podemos decir que el H-3 sigue
conservando su posicién axial; una reduccién drdstica de dicha amplitud,
indicaria una posicién ecuatorialpara el H-3 estaria en, lo que provocaria
un cambio en la configuracién.

La posicién de los protones en C-18, C-19 y C-21 concuerda, con los
valores dados en la bibliografia, siendo 063, 102 y 2.13 ppm
respectivamente®?.

El protén vinilico (H-6) aparece como un doblete centrado en 5.3 ppm,
con sefiales de base ancha, por el acoplamiento con los dos protones en 7.

La presencia de esta sefial en las muestras indica que el doble enlace no ha

sufrido modificacién alguna durante los procedimientos de obtencién.
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Como se menciond anteriormente, la asignacién de los hidrégenos
restantes es un fanto complicada. Gracias a la resonancia magnética en
dos dimensiones de correlacion (de siglas COSY, por su nombre en inglés}
homonuclear, (H,H-COSY), y heteronuclear, (C H.COSY) este proceso se
facilita, En este tipo de espectros, es posible ver la interaccién entre los
hidrégenos, en la homonuclear, y entre los carbonos con los hidrégenos en
la heteronuclear. Se seleccionaron las muestras mds adecuadas para
evaluarlas por este tipo de espectroscopia ya que, no fue posible evaluar
todas las muestras por este tipo de espectroscopia, debido a que es muy
costosa.

Los datas obtenidos se resumen en la siguiente tabla:

COPM, (H,H-COSY) (H,C-COSY)
PREGNENOLONA Fig.5 -
5P10-3 Fig.10 -~
sP41-4 Fig.15 Fig.16
5P54-3 Fig.21 Fig.22
STERALOIDS Fig.27 Fig.28
TABLA 15

ESTA TES'S WY Drst
SAUR BE LA sisiiEck
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Con la interpretacién de las sefidles mds importantes se logré una

)

asignacién general de los hidrdgenos restantes:

H & (ppm)
1,9 1.149, 1138 mtp
2,16 1,854, 1843, 1.826, 1.812, 1.813 mtp
4 2.316, 2.290 dbt
7 1.984,1.968,1.947,1.935,1.923 mip
8,15 2166, 2.150, 2,128, 2.113, 2,102, 2.089 mip
g 1.218,1.203, 1.194, 1.186 mip
11,12 Muchas sefiales entre 1.676-1.471
i6 1.902,1.891,1.879, 1.854 mtp
17,2',3 |2.633,2602, 2582, 2576, 2.563, 2.559, 2.548,
2.542, 2.525 mtp

dbt= doblete; mtp= multiplete.
TABLA 16

Es imporfante mencionar que esta es una asignacién tentativa. Las
sefiales mds importantes, son las presentes en las muestras para fos
metilenos de la cadena sustituyente: H-2' ¥ H-3', las cuales se empaiman
con las del H-17. Esto no ocurre asi; en la pregnenclona, ya que sélo estd
presente el H-17 que da sefiales claramente definidas como tripletes, a
2.624 ppm, 2.594 ppm y 2.564 ppm (Figura 3). De elle podemos concluir
que las sefiales a 2.602, 2576, 2559, 2.548, 2,542 y2.525 ppm son las de
los metilenos 2'y 3',

Para la pregnenolona existen dos sefiales que no aparecen en ninguna de

las muestras. La primera es un triplete con valor cenfrado de
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desplazamiento de 2.800 ppm y la segunda un singulete a 2.834 ppm. No se
encontré una explicacién para este evento; pero es importante mencionar
que en el espectro de resonancia proténica en dos dimensiones (Figura 5}
se puede observar que estos protones sélo interactuan con ellos mismos, lo
que podria deberse a que no pertenecen a la molécula principal.

Se compararon cada una de las muestras con la materia prita; la que se
presenta a continuacidn,

Haciendo una comparacién solamente entre los espectros de los
productos obtenidos, podemos concluir, de manera general, que
prdcticamente son idéntices.

En nuestro caso es importante no omitir ninguna diferencia, ya que
estamos buscando una explicacién para la divergencia entre los puntos de
fusién de los distintos productos obtenidosEn la siguiente tabla se

presentan las diferencias encontradas.

COMP. 7.780 ppm, 7.713 ppm | 4.262 ppm, 4.253 ppm
(multiplete) 4.253 ppm, 4.234 ppm
(multiplete)
5P10-3 No No
5P41-4 No No
5P54-3 Si(++) Si(+)
STERALQIDS Si (+) Si(+4)

Nota: +, se refiere ¢ intensidad

TABLA 17
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Una vez mds, observamos que existe una mayor similitud, por un lado
entre los productes SP10-3 y SP41-4 y por otro entre S5P54-3 y
STERALOIDS.

La presencia de las sefiales con & de aproximadamente 7.7 ppm hace
pensar en alguna impureza de! tipo aromdtico, el benceno aparece a §=7.27
ppm. No hay que olvidar que para la cristalizacién de 5P54-3 se empled
benceno; aunque también para SP41-4, pero al ser una impureza, no es
ilégico que aparezea en uno si y en el otro no. En cuanto a la muestra
STERALOIDS el proveedor no explica de que fue cristalizada, pero
probablemente también pudo emplearse algdn aromdtico.

En cuanto al otro grupo de sefiales que aparencen con un & aproximado
de 4.250 ppm, también podrian ser impurezas, los protones de alcohol dan
sefiales en esa region®®. Como en el caso de la pregnenclona, en el espectro
bidimensional (Figura b), se observa en ambos casos que estos profones
sélo interactdan con ellos mismos, lo que apoya la idea de que pertenezcan
a una impureza y no a la molécula principal.

Es importante mencionar que los espectros se compararon con el
reportado en el Sadtler (1838M) para el hemisuccinato de pregnenolona, y

no e encontrd ninguna diferencia importante.
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VIL.4.3.2 ¢

La asignacién de las sefiales de cada carbono, es un proceso mds fdcil
ya que éstas aparecen separadas y bien definidas.

El espectro que se anexa para la muestra SP41-4 (Figura 11) fue de
gran ayuda, ya permite asignar directamente las seflales a cada tipo de
carbono. Con estos datos y con los de la espectroscopia en dos
dimensiones H-C, es posible asignar los protones a los carbonos
correspondientes,

A continuacién se presenta una tabla en donde se recopilaron los datos

de los espectros de RMN de la pregnenolona y de sus derivados.

Carbone PREG. SP10-3 SP41-4 5P54-3 STERAL.
Fig.3 Fig.9 Fig.11 Fig.20 Fig.26
1 35.447 38778 38773 38.606 38.740
2 32,703 28,394 28397 28,235 28.360
3 71651 74.414 74418 74.246 74.380
4 43.248 39,350 39.343 39.431 39.300
5 142 355 140.720 140,720 140514 140.66
é 121370 122,910 122901 122724 122.89
7 32.438 32.436 32430 32.274 32.400
8 32.494 32.583 32591 32421 32530
9 57.570 57.453 57.450 57 282 57.410
10 37.314 37.328 37.330 37.164 37.290
11 21797 21,715 21,717 21563 21,680
12 25.069 25.025 25.029 24882 25,010
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13 44,323 44 286 44.290. 44,122 44,260
i4 51.067 50.847 50.85Q 50.663 50.74¢
i5 23.353 23.326 23.337 23.440 23.240
16 38.204 37.753 37.755 37.598 37.720
17 63.945 63.898 63.897 63.727 63.850
18 13.425 13.410 13.417 13.277 13.40
19 19,752 19.591 19.584 19.453 18.570
20 208,288 208.286 208,320 208.128 208,37
21 31.428 31.426 31.420 31283 3143
v - 172.167 172170 171958 17215
2 - 29.082 29.108 28.956 29.080
3 - 29.800 29.854 29911 29.800
& ~- 173.558 173.582 173.452 173.63
TABLA 18

Primero analizaremos las sefiales comunes entre la pregnenclona y las
muestras, es decir, aquellas que presentan los carbonos del esqueleto

esteroide.

Q
\\ 21CH3

8o, CZU/

1/12\ /L "

! AN

19CH, l ] /15

2/1\‘10/:\8/ 4:—‘15

SN
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Como se esperaba, los carbonos 1 (C-1) de cada una de las muestras no
presentaron desplazamientos diamagnéticos marcados, con relacidn al C-1
de la pregnenolona. Los desplazamientos diamagnéticos de los c-2yC4,
asi coma el desplazamiento paramagnético de C-3, confirman la
esterificacién del hidroxilo de la pregnenolona.

La sefial de C-3 aparece a campos mds bojos para la pregnenolona
debido a la funcidn oxhidrilo,

La sefial para el C-5 en todos los casos aparece alrededc;r de 14i ppta
asi como las del C-6 en 122 ppm, lo que se ajusta a la teoria, ya que las

sefiales de ~C=C- usualmente aparecen aproximadamente entre 140-100

48

ppm .

Los carbonos terciarios C-17, C-9 y C-14 estdn mds desprotegidos que
los metilenos o los carbonos cuaternarios, de alli que aparezcan con &=
63.945, 5=57.570 y 5=51.067 respectivamente; no obstante el carbono
terciario C-8 no presenta esta desproteccién, debido a la interaccién 1-3
diaxial entre los dos grupos metilos y el hidrégeno.

Las sefales de los carbonos cuaternarios €-10 (5=37.314), C-13
(6=44.323) y el secundario C-11 (8=21.797) aparecen a campos altos, por

razones similares.
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El ¢-20, quien soporta la funcidn carbonile, presenta un desplazamiento
de 5=208.288 ppm. Usualmente las sefiales para los carbonilos de cetona
aparecen entre 210 y 220 ppm*,

Por la presencia del doble enlace en el C-5, el metilo angular de C-19,
presenta la sefial de 8=19.752 ppm, ubicada a campos mds bajos que el
correpondiente a C-18 (8= 13.425 ppm).

Ahora analizando las sefiales particulares obtenidas para las muestras,
observamos que aparecen todas las sefales correspondientes al

sustituyente.

O
A'COOH \\ /21CH3
3./ 13CH3 Cao

2

\
!

' 1 3 N

o—cl! 2/1\10/5_\3/ 4:__15

i
O"':.l\‘t/l\“\\H/l
H
Para C-1' aparece una sefiai con un & aproximado de 172.15 ppm, lo que
establece la bibliografia, que los carbonilos de éster se observan
drededor de 165-175 ppm™. En cuanto o los C-20 y C-3 los
desplazamientos obtenidos también son los esperados, la diferencia de

desplazamiento se debe a que el C-3' esté unido a un carbonilo de dcido lo

que produce que aparezca a campos mds bajos, mientras que el C-2'
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aparece a campos mds altos por estar unide a un carbonilo de ester. Por
ditimo el C-4' es el que presenta un 8 a campos muy bgjos tipico de
carbonilos de dcidos*.

{a ausencia de estas sefiales en los espectros de la pregnenolona,
corrobora una vez mds la esterificacién de la misma.

También se observan algunas sefiales atribuibles a impurezas,

Carbono PREG, 5P10-3 5P41-4 SP54-3 STERAL.
Impureza -- -- 206.171 206,000 206.265
Impureza -- - - 131.802 131,900
Impureza - - - 129.404 129.354
Impureza -- - - 68.087 68.000
TImpureza 43.296 - - - --
TABLA 19

lo que es congruente con lo obtenido en los espectros de resonancia
magnética proténica. De hecho, gracies a los especiros bidimensionales
(CH-COSY), es posible relacionar las sefiales de los protones asignados a
impurezas anteriormente con las de los carbonos recopiladas en la tabla

anterior,
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Sefales de 'H Sefiales de 1°C Sefiales de 1°C

{5P10-3 Y STERALOIDS) {SP10-3}) (STERALOIDS)
7.780 ppm, 7.713 ppm 131.802 ppm 131.900 ppm
(multipiete) 129.404 ppm 129.354 ppm
4,262 ppm, 4.253 ppm 6B.087 ppm 68.00 ppm

4.253 ppm, 4.234 ppm
(mulfiplete)

TABLA 20

También se observa que para la pregnenolona hay un € con é= 43.296,
sin asignacién, que seguramente también se podria relacionar con las
sefinles de protones asignadas a impurezas anteriormente, pero debido a
que no se cuenta con el espectro bidimensional de ia preghenolona esto no
es posible,

A continuacidn se presenta la molécula del hemisuccinato de

pregnenclona con las asignaciones de desplazamientos promedio.

O 3.
\ e

1338 o 20827

CHjz

730

140,65
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VII.4.4 DIFRACCION DE RAYOS X

Los resultados que aqui se presentan corresponden al producto SP54-3;
el resto de los productos También fueron evaluados pere no se han obtenido los
resultados por problemas fuera de nuestro alcance, por lo que no se anexan.

Iniciaimente la evaluacidn por difrc;ccién de rayos x se planted con ei fin,
de buscar diferencias en la cristalizacién que pudieran explicar las
divergencias entre los puntos de fusién de los productos obtenidos, del
producto comercial STERALOIDS y de los puntos reportados en la literatura
para estos compuestos; gracias a la ayuda otorgada por la Unidad de Servicios
Analiticos de la Facultad de Quimica de la UNAM, para la interpretacién de los
resultados, a continuacién se presenta un andlisis general de los que se
consideraron, como mds relevantes para este trabajo.

En primer lugar es importante hacer notar que con estos resultados se
completa la caracterizacién de nuestro producto. Se observa claromente el
arreglo espacial de los dtomos de la estructura esperada y se dan tanto
longitudes de enlace como dngulos de torsién (Figura 30). No hay isémeros sino
una sola molécula que no muestra haber sufrido algdn cambio en la orientacidn

de sus sustituyentes.
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Observando los datos de! cristal notamos que el grupo espacial es P1 con
un Z(nimero de moléculas por celda unitaria) de 4, esto quiere decir que el
cristal minimo tedrico estd conformado por un arreglo de 4 moléculas idénticas
(Figura 31). Estas se encuentran asociadas por puentes de hidrageno
(sefialados con lineas entramadas en la Figura 32), en la tabla anexa a esta
figura, las ultimas tres columnas se refieren a la longitud de enlace de cada
uno de los puentes de hidrégeno presentes. De estos valo;'es los
correspondientes a la antepeniiltima columna desighada como H ... A, en donde
A es oxigeno, son notoriamente muy bajos, lo que quiere decir que el enlace es
corto y por lo tanto de alta energia. Seguramente esto, podria influir sobre el
punto de fusién. La formacién del cristal minimo tedrico, depende
sensiblemente de las condiciones de cristalizacién, por lo que es factible
pensar en que pudiera construirse un cristal con distinta simetria, por ejemplo,
con 2 moléculas por celda unitaria y no 4, lo que definifivameﬁ?e alteraria el
punto de fusién. También es interesante notar el arreglo molecular de}
derivado obtenido, al intreducir una cadena flexible es muy importante saber
cual es la orientacién preferida y al parecer es sobre el plano de la molécula,
con lo que vemos que el hemisuccinato de pregnenolona es una molécula

précticamente plana (Figura 33).
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VII5 PREPARACION DEL HEMISUCCINATO SODICO DE LA

PREGNENOLONA

Para obtener los derivados hidrofilicos deseados se intentd sintetizar
alguna sal del hemisuccinato de pregnenolona. En la tabla 21 se han sintetizado
tos resultados obtenidos.

Siguiendo el procedimiento descrito por Laubach®® para la preparacién
de la sal sédica del hemisuccinato de la 21-oxipregnan-3,20-diona, se fraté el
crudo con 20 partes de NaHCO3 0.12N. Al tratar de extraer con cloroformo u
éter el producto de reaccién (diluido con agua y a pH=9), que espuma
fuertemente, se obtuvieron emulsiones muy dificiles de romper y que dl
neutralizar & pH=6, condujeron a una fraccién soluble en el medio orgdnico
(SP3-10, Rend.=39%: p.f 161-72°C, que parecié ser producto crudo un poco mds
impuro) y otra insoluble en éste y en agua (SP3-9, Rend.=1%). El residuo acuoso
produjo al acidulrse a pH=3 un hemisuccinato algo mds puro que el crudo de
partida (SP3-11, Rend=5%; p.f 175-9°C) y que no fue extraido por el
cloroformo o el éter ni a pH=9 ni a pH=6. Sin embargo, debié haberse formado
algo de sal de sodio, de lo confrario no se explicarian la espuma, las emulsiones
y la distorsién en el comportamiento de las solubilidades de la pregnenolona y

de su hemisuccinato.
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En un sequndo experimento se emplearon 26 partes de NaHCO; 0.075N,
con lo que 1% del crudo resulta insoluble en el medio alcalino y en el orgdnico
con el que se extrajo, y estd constituido por producto crudo sin reaccionar
(5P26-1). De la fase alcalina extraida y depurada de clorofarmo y de sélidos
imponderables, por filtracidn, se obtuvo, tras acidulacién, 7% de un producto
(8P26-5), que contiene hemisuccinato mds impuro que el crudo. Este
hemisuccinato es probablemente el que atravesé por la etapa de sal de sodio
pero, curiosamente, no le fue separada la pregnenolona durante la extraccion
con cloroformo en medio alcaline. Un 89% restante (SP26-2) se encuentra en
cloroformo como hemisuccinato parecido al crudo de partida, pero cruzé el
filtro en medio acuosoc-alcaline junto con la pregnenclona que lo impurifica
posiblemente gracias a la accién emulsificante de la pequefia cantidad de sal de
sodio formada.

En un intento encaminado a incrementar la basicidad, se extrajo el
producto obtenide como material no reaccionado del experimento anterior
(SP26-2) disuelte en cloroformo, con NaOH 0.05N. De la fase dlcalina
resultante se extrajo con cloroformo, tras acidulacién a pH=3, un 13% de un
hemisuccinato muy impuro (SP26-11). Esto permite concluir que en este caso un

13% pudo formar la sal sédica.
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La fase cloroférmica remanente, confeniendo el hemisuccinato que no
reacciond (apx. 87%), se extrajo ahora con NaOH 0.075N y de la fase alcalina
extraida con cloroformo se aislé, tras acidulacién y nueva extraccién con
cloroformo, un 22% de hemisuccinato (SP26-12), bastante impuro que pudo
haber formado la sal de sodio.

Aparentemente el incremento de la normalidad del dlcali favorece la
formacién de la sal de sodio, aunque ésta no haya sido aislada ni detectada.

En un intento de realizar la reaccién en fase homogénea, utilizando un
disolvente que permitiera la disolucién del crudo y la presencia de agua
suficiente para disolver el NaOH y aprovechando experiencias previas en el
campo, se traté el crudo con 15 partes de NaOH 0.13N en benceno:metanol
60:40 conteniendo 2.9% de agus y se monitoréa cromategrdficamente la
reaccién a intervalos de 1h.

No se pudo detectar ni disminucién de la mancha correspondiente al
hemisuccinato, ni la aparicién de un producto de bajo R.f, como es de esperarse
para la sal de sodio, ni aumento en la mancha correspondiente a la
pregnenolona, por hidrélisis del hemisuccinato.

Al aumentar la normalidad de la sosa a 0.16, se observd a las 46h un

aumento de la mancha de la pregnenolona asi como de la mancha de origen. Bajo
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estas condiciones y a ese tiempo se hidroliza el hemisuccinato formando
succinato de sodio.

Tomande en consideracién el trabajo de Ruzicka®® en el que se prepara el
hemisuccinato de testosterona, un alcohol también secundario, empleando
carbonato de sodio 2N, se extrajo repetidamente una solucién cloroférmica de
hemisuccinato crudo (SP24-1) con carbonato de sodic acuoso 2N y tras de
neutralizar a pH=7 los extractos, a fin de evitar una hidrélisis, se extrajeron
con cloroformo. La fase acuosa neutra resultante, donde deberia encontrarse
el hemisuccinato sédico, no produjo material alguno al acidularse a pH=3 y la
fase cloroférmica contuvo un producto en 17% de rendimiento (SP33-4), que
resulté muy similar al crudo de partida.

El cloroformo de la extraccién a pH=7, produjo un b6% de rendimiento
un producto impuro de aito punto de fusién (SP33-1), que podria ser la sal
sédica impura pero que por solubilidad no deberia encontrarse alli.

Durante la sintesis del hemisuccinato de preghenolona con deido para
toluensulfénico como catalizador, se pudo abservar que el producto de reaccién
en agua a pH=7 resultaba turbio, adn después de filtrado al acidularlo a pH=4,

precipita totalmente,
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Resultaba pues curioso que el hemisuccinato de pregnenolona formado ne
se encontrara insoluble y se consideré que podrian esta ocurrieno uno de estos
das eventos o ambos:

El hemisuccinato de pregnenclona podria estar a pH=7 como sal sédica
soluble en agua y a su vez emulsificcando la pregnenolona no reaccionada o bien
el dcido succinico presente en la mezcla de reaccion y procedente de la
hidrélisis del exceso de anhidrido empleado, podria estar como sal de sodio
(pKl= 4.16; pK2=5.61) a pH=7 y actuar como emuisificdnte del hemisuccinato
formado y de la preghenotona no reaccionada.

Con objeto de esclarecer lo anterior, se efectud un experimento en el
que se suspendieron en agua cantidades de hemisuccinato de pregnenclona
(SP24-1) y de dceido succinico equivalentes a las presentes en la mezcla de
reaccién tras la hidrélisis del exceso de anhidrido succinico. En estas
condiciones se tenia 9 veces mds de la requerida por la solubilidad del écido
succinico presente (6.8g/100mi),

El resultado fue, en efecto, una suspensidn que al ajustar a p=7con
NaOH al 10% se enturbia, resulta muy dificil de filtrar y produce finalmente
un residuo (SP38-3; Rend=52%: p.f 178-83°C: Rf 0.02,0.32,0.54,0.90)

equivalente al material de partida.
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Es decir que en esas condiciones, a pH=7, un 52% del hemisuccinato es
insoluble y filtrable.

El filtrado turbio, precipita parcialmente a medida que se le acidula y a
pHz4 lo hace totalmente y rinde un producto (SP38-4; Rend=34%; p.f. 171-6°C:
Rf. 0.02,0.35,0.54,091) que también puede considerarse hemisuccinato de
pregnenolona crudo y que se encontraba en suspensién y pasaba el filtro, en
esas condiciones.

Una vez comprobado en efecto y con el fin de determinar si se debia al
éedio succinico o al hemisuccinato , se agité con agua una solucién de
hemisuccinato de pregnenolona (SP24-1) a pH=5, sin producirse emulsién
alguna, pero al ajustar el pH=7 con NaOH 10% se enturbié. Se diluyd mds y se
destilé el cloroformo, pero el producto resultante, que ese encuentra adn a
pH=7, contiene un sdlide que se asienta por reposo, por otra parte queda en
suspensién, no separable por filtracién. Al calentarse flocula y puede gislarse
(SP38-1). Del filtrado transparente, pudo aislarse , por eliminacién del agua en
rotavapor, un 1% de un producto (SP38-6) que contiene pregnenociona y gue por
su elevado punto de fusidn podria ser la sal de sodio impura.

El experimento corroboré que tanto el dcido succinico como el

hemisuccinato de pregnenolona, producen a pH=7 una emulsién en agua en la
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que parte del hemisuccinato de pregnenolona se encuentra en suspensién. La sal
de sodio probablemente se forma en cantidades muy pequefios (1%).

Se puede decir que la formacién de la sal de sodio del hemisuccinato de
pregnenolona no es una reaccién simple. En ningdn caso fue posible detectar ni
aistar la sal de sodio. Al parecer se forma en muy baja proporciéh y esta
pequefia proporcién de la sal de sodio del hemisuccinato de la pregnenolona
funciona como un jabdn, ya que un comin denominador de todos los
experimentos es que se producen emulsiones y espuma' e inclusive, en la
mayoria de los casos se logré detectar pregnenolona en ta fraccién acuosa y
hemisuccihato de pregnenolona en la cloroférmica, lo que no sucederia sin un
agente emulsificante.

Mds tarde se localizaron algunas referencias bibliogrdficas en donde se
menciona la dificultad para formar la sal de sodio de algunos hemisuccinatos
esteroides. Aparentemente se puede emplear sosa metandlica en cantidades
equimolares y luego secar el producta a presién reducida. Este experimento no
se intenté por falta de tiempo, pero tedricamente vemos gue una vez mas el
prabletma radica en el aislamiento de la sal ya que, Ja porcién equimolecular
debe implicar una reaccién al 100%, por lo que es muy fdcil que el producto se

encuentre impurificado con sosa en exceso.
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VIL.6 SALES DE AMONIO Y DE BARIO DEL HEMISUCCINATO DE
PREGNENOLONA

Habiendo observade que el hemiscuccinate reacciona en parte con los

dlealis, pero sus sales resultan dificiles de dislar del medio alcaline en que son

estables, sin que queden impurificadas con el excedente del dlcali empleado, se

Juzgé conveniente ensayar la formacién de sales de amonio, ya que el

excedente, en éste caso, puede ser eliminado junto con el agua empleada para

la reaccidn, sin que deje residuo alguno y el producto de la reaccidn seria la sal

de amenie, en todo case, impurificada con el hemisuccinato que na hubiers

reaccionado y que podria eliminarse por extraccién del sélido con un disolvente

orgdhico,

Clave | Caracteristicas del | TRATAMIENTO |REND | p.f |Cromatograma| Clave
del crudo (%) {°C) R.F) del
crudo _prod.
5p24-1 0.02.0.100.41 0,61, NH40H 1.075N 26 i35-8 002 044, SP5R-1

0.81° 0.61°
178-83
37 173-5 002,045 | 5PhB-2
0,62°
SP24-1 § 0020.10041061, | TOL/NHAOH 215N | 55 165-83 0.03,026 5PD5-3
0.81° 0.72,0.89°
178-83
sP24-1 | 0.020.10,041,061, | CHCI3/AGUA DE 1 - 0.02,023 SP56-1
0.81° BARITA 0.70%
178-83
Nota 1: La tipografia indica el valor de R.f asighado para: A inate de pregnenolona (cursiva); preg

{negrita); principa) (subrayado).
Nota 21 “Tolueho: Acetona (70:30) fresce; Cidem, no fresco ! Cloroforme: Metanol (90:10)% Yidem, no fresco
Nota 3: Los expenentes indican Jas caracteristicas del reactive empleads{ver Apéndice TII).

TABLA 22
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El tratamiento del hemisuccinato de pregnenolona (SP24-1) con 30
partes de hidréxido de amonio 1.075N, extendiendo el producto de reaccidn
sobre una superficie grande, para la rdpida evaporacién del agua con el
amoniaco remanenfes a temperatura ambiente y en corriente de aire, condujo,
lamentablemente, a un material (SP58-1) que no difiere del producto de
partida mds que en un punto de fusiéh mds bajo.

A fin de investigar la extensién en que puedan formarse las sales
metdlicas del hemisuccinato de pregnenolona a partir de dlcalis acuosos, se
intenté prepara una sal de bario, seguramente insoluble y sin propiedades
tensoactivas que interfirieran en su aislamiento y que, probablemente debia
tener un grado de pureza tal, que por descomposicién pudiera generar una sal
metdlica pura. Sin embarge, como se observa en la tabla 20, los resultados
nuevamente no fueron satisfactorios.

Resumiendo, puede afirmarse que a través de los métodos ensayados,
empleando alcdlis acuosos en agua o en medio orgdnico, no fue posible aislar sus
sales con el hemisuccinato de preghenolona y que queda por aclara la razén por
la uge en esas condiciones, estas sales, como las de algunos otros

hemisuccinatos esteroides, resultan de tan dificil formacién,
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VIII. CONCLUSIONES

o Se exploraron tres técnicas de sintesis para el hemisuccinato de

pregnenolona.

o Se estudio la cinética de esterificacién de la pregnenolona con anhidrido

succinico en presencia de piridina, a 100°C, 60°C y temperatura ambiente.

4 Se constaté la diferencia de la velocidad de reaccién en condiciones
andlogas entre un esteroide con oxhidrilo secundario y uno con oxhidrifo
primario y se encontré asi explicacién a varios datos bibliogrdficos

aparentemente discrepantes.

o Se optimizé un procedimiento tecnolégicamente viable, para la sintesis de
hemisuccinato de pregnenolona crude a partir de pregnenolona, anhidrido
succinico y piridina con rendimientos de! orden del 94-98% def tedrico, del
que no existen antecedentes bibliogrdficos, pues en ningidn caso se detallan
las condiciones empleadas para sintetizar este compuesto a partir de dichos

reactivos,
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Se determiné la solubilidad aproximada del hemisuccinato de pregnenolona

crudo en 7 disolventes orgdnicos diferentes.

Por via experimental, se optimizé e implementé un procedimiento de
purificacién del hemisuccinato de pregnenclona crudo obtenido, que conduce
con un rendimiento promedio de 86-877% en peso, es decir, un rendimiento
global promedio del 81-85% del tedrico, al hemisuccinato de pregnenolona

puro. Se encontré que la pregnenoclona es muy dificil de separar.

Se caracterizé el hemisuccinato de pregnenclona pure a través de su punto
de fusién, de su comportamiento en cromatografia en pelicula de gel de
silice en aproximadamente 30 sistemas de eluyentes diferentes, de sus
espectros en el infrarrojo, de masas y de resonancia magnética nuciear (*H

y B3C) asi como difraccién de rayos x.

Se puede decir que se describe por primera vez el hemisuccinato de

pregnenolona en base a las siguientes consideraciones:
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+ Aunque citado en la bibliografia, sélo en un caso se describe su sintesis
por un procedimiento criticable y conducente a un producto cuyas
caracteristicas apuntan mds a una pregnenolona impura que al producto
deseado.

« La bibliografia adicional consigna 3 otros puntos de fusién mds, uno de
los cuales se aproxima al enconfrado en este irabajo y el de la muestra
comercial adquirida no coincide con el reportado por el proveedor.

e Solamente se encuentra reportado el espectro de resonancia magnética

nuclear protonica.

o Dos de las muestras sintetizadas y cromatogrdfica mente puras, peseen
mds similitud entre si que una tercera y sus discrepancias espectroscopicas

para con ésta, parecen indicar la presencia de una impureza en ellas,

o Se enfrenté un problema bibliogrdfico, consistente en ta imposibilidad de
localizar la descripcién de la sintesis asi como, de una explicacin sobre la
incongruencia de los puntos de fusién reporfados para un compuesto
resefiado y bastante ampleado en pruebas farmacoldgicas y bioquimicas

como es el hemisuccinato de pregnenclona.
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No fue posible identificar ni aislar la sal de sodio del hemisuccinato de
pregnenolona preparado por reaccién del hemiéster con dlcalis (NaOH,
NHsOH y Ba(OH)z en medio acuoso u orgdnico (benceno-metancl) aunque se
considera, debido al comportamiento de las mezclas de reaccién, que esta

se forma en pequeias cantidades, dependientes de la normalidad del dicali.

El hemisuccinato sédico de la pregnenolona parece no ser estable a pH
inferior a 7 y poseer, aun en presencia de muy pequefias cantidades del
mismo, un fuerte poder emulsificante en agua, que origina que compuestos
como la pregnenolona y su hemisuccinato no puedan separarse por filtracién

de las fases acuosas en que se encuentran en suspensidn.

Tampoco pudo aislarse, aunque probablemente si formarse, el hemimaleato

de pregnenclona, siguiendo el procedimiento descrito para el hemisuccinato.

En el caso del hemimaleato de pregnenolona, a pesar de ser citado un per de

veces, la bibliografia resulta atin mds pobre que para el hemisuccinato.
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o Se recomienda investigar tanto la naturaleza de las dos muestras puras de
punto de fusién discrepante, como la causa de la dificultad en la formacion

de la sal de sodio del hemisuccinato de pregnenolona.

o Fs necesarie continuar con la investigacién sobre el desarrollo de métodos

de obtencién de estos derivados.
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APENDICE I

MONITOREO CROMATOGRAFICO

Se utilizaron placas de 5x10cm de gel de silice60 con indicador Fass de
;m espesor entre 0.2-0.25mm (Merck).

Las placas se activaron a 100°C durante th y se conservaron Yodo el
tiempo en desecador.

Los testigos se prepararon en tubos Eppendorf de 15ml a una
concentracién de 10mg/mi y las muestras se diluyeron convenientemente
para alcanzar una concentracion aproximadamente igual.

Para la preparacién de las muestras se ufilizé inicialmente
diclorometano come disolvente. A partir del experimento SP36 se cambié
de disolvente por la mezcla bencenc-metanol (60:40).

Las muestras se aplicaron con micropipetas de vidric de 5yl
(DRUMMONN MICROCAPS).

La elucidn de las placas se efectud con los eluyentes resultantes de las
pruebas realizadas(Apéndice IT).

Para el revelado de las placas secas al aire, se siguio el siguiente
esquema:

1. Observacién con luz ultravioleta de A corta.
2. Aspersién con Hz504 BNy revelado a 100°C durante 5-10min.

3. Observacién inmediata con luz ultravicleta de A larga.
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APENDICE 1V

PREPARACION DE ANHIDRIDO SUCCINICO®

Sustancias:

o 30g de dcido succinico®.

o 50ml. Anhidrido acético’.

e Eter etilico

Material:

o Matraz redondo (250ml) con refrigerante de reflujo y trampa de

cloruro de calcio en la boca,

» Embudo Biichner y matraz Kitasato para filtracién al vacio.

Procedimiento:

El dcido succinico y el anhidrido acético se colocan en un matraz
redondo con refrigerante de reflujo y trampa de CaClz y se calienta
agitando suavemente hasta obtener una solucién transparente. Conseguido

¢
esto, se calienta durante 1h, al cabo de la cual se retira del calentamiento
sin quitar el refrigerante ni la trampa de CaCl; y se deja enfriar en
reposo. Cuando comienza a cristalizar se infroduce en hielo. Los cristales
formados se filtran con vacio y se lavan varias veces con éter (teniendo

mucha precaucién para que no se hidrate el producte con la humedad del

ambiente).
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APENDICE V

ESPECTROS

FIGURA 1. ESPECTRO EN EL INFRARROJO DE LA
PREGNENOLONA
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FIGURA 2. ESPECTRO DE MASAS DE LA PREGNENOLONA
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FIGURA 3. ESPECTRO DE RESONANCTA MAGNETICA NUCLEAR
(*H) DE LA PREGNENOLONA
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FIGURA 4. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(3C) DE LA PREGNENOLONA
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FIGURA 5. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(H,H-COSY) DE LA PREGNENOLONA
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FIGURA 6. ESPECTRQO EN EL INFRARRQJO DE SP10-3
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FIGURA 7. ESPECTRO DE MASAS DE SP10-3
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FIGURA 8, ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(*H) DE sPi0-3

COOH \ /CH3
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FIGURA 9. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(3¢) DE SP10-3
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FIGURA 10. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(HH-COSY) DE SP10-3
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FIGURA 11. ESPECTRQ EN EL INFRARROJO DE SP41-4

COOH \ /CH3
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FIGURA 12. ESPECTRO DE MASAS DE SP41-4
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FIGURA 13. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(*H) DE sP41-4
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FIGURA 14. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(®°C) DE sP41-4
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ADEPT SPECTRUM ANALYSIS

index freguency pem intensity
1D 9262.6 122.901 48.877
2D 5608.2 74.413 42,146
3D 4814.7 £3.884 52.016
4 D 4329.5 57.446 48.177
5D 383L.5 50.838 44.884
& T 2964.9 39.340 43.198
7 T 2922.0 38.770C 45.883
8 T 2845.2 37.752 42,903
g D 2455.4 32.580 40.207
10 T 2444.6 32.436 38.532
11 Q 2369.0 31.434 45,391
12 T 2250.0 29.854 41.402
13 7T 2193.8 29.108 27.079
14 T 2140.6 28,402 40.693
157 1886.8 25,035 40,098
16 T 1757.4 23.319 37.365
17 T 1636.6 21.71% 39.173
i8 Q 1476.4 19.580 59.822
19 @ 1011.1 13.416 48,912

Wumber of protonated carbons: 19

CH : 6
CH2 : 10
CH3: 3
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FIGURA 15. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(H H-COSY) DE SP41-4
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FIGURA 16. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(H.C-COSY) DE sP41-4
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FIGURA 17. ESPECTRO EN EL INFRARROJO DE SP54-3

COOH N\ /CH3
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FIGURA 18, ESPECTRO DE MASAS DE SP54-3
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FIGURA 19. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(\H) DE sP54-3
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FIGURA 20. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (3¢C) DE 5P54-3
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FIGURA 21. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(H,H-COSY) DE 5P54-3
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FIGURA 22, ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (H,C-COSY) DE sP54-3
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FIGURA 23. ESPECTRO EN EL INFRARROJO DE STERALOIDS
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FIGURA 24. ESPECTRO DE MASAS DE STERALOIDS
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FIGURA 25. ESPECTRO DE RESONANCTIA MAGNETICA
NUCLEAR ('H) DE STERALOIDS
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FIGURA 26. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (°C) DE STERALOIDS
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FIGURA 27. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (HH-COSY) DE STERALOIDS
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FIGURA 28. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (H,C-COSY) DE STERALOIDS
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FIGURA 29. ESPECTRO DE DIFRACCION DE RAYOS X DE $P54-3
(RESUMEN DE DATOS)
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Crystal Data

Empirical Formula
Color, Habit

Crystal size

Crystal System
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Formula weight
Density (calc.}
Absorption coefficient
F(000)

Data Collection

Diffractometer used
Collected at
Radiation

Structure Determination Summary
Unidad de Servicios de Apoyo a Ia Investigacién
Facultad de Quimica, J.N.A.M., México, D.F.

High-voltage and tube current

Temperature
Monochromator
28Range

Scan type

Scan speed
Scan range (®)

Background measurement

Standard reflections

Correction from standards

Index ranges
Reflections collected

Independent reflections (@)

Completeness

Reflections with Fjy > 4 o(F )

<I/o(l) > (all data)
Absorption correction

219

Cy5 Hag Os

Colorless, irregular

0.5x0.3x 0.3 mm3

Triclinic

Pi

a=11.469(1) b=11817(1) ¢=17648 (DA
a=9692(1) A=10491(1) p=9520(1)°
2280.6 (3) A3

4

416.54

1.213 g.om™3

0.083 mm-t

904

Siemens P4/PC

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, LP.N., México.
Mo-K, (1=0.71073 A)

SQKV, 30 mA

298K

Highly oriented graphite crystal

35-50°

6/28

Variable speed, 4 to 60 ©. mn-! in @

0.90 ° + separation between the K,y and the Ky positions
Stationary crystal and stationary counter at-
beginning and end of scan, each for 25% of total
scan time

2 measured every 98 reflections: 02 9,6 1 4
min: 0.99, max: 1.01
~l<h<13,-132k<13,-21 <120

9296

9294 (Rint = 7.24 %)

99.7 % to 26=50"°

6750

11.25

Not applied



Solution and Refinement

(@

System vsed SHELXTL. 5.03 and SHELX97

Wilson’s statistics <|E2-l>=087

Solution Direct methods and difference Fourier maps

Refinement method Full matrix least-squares

Quantity minimized Tlw(F2 -F2)2]

Absolute configuration Absolute structure cannot be determined reliably

Extinction correction x = 0.0097(12) where F.*=£F [1+0.001 xF,213/Sin(28)]-1/4

Hydrogen atoms Riding model, fixed isotropic I/

Restraints, constraints (b) None, except for floating origin

Weighting scheme w=[02 (F,2) + (0.1097 P)2 + 0.76 P]-1 where
P=(max [F,2,0]+2 F.2)/3

Parameters Refined 1082

Final R indices (7> 2 o(N) & &y =6.34 %, wRy=17.01 %
Final R indices (all data) @ Ry —=8.91%, wR:=1928%

Goodness-of-it (@ 1.012
Largest and mean A'c 0.160, 0.034
Data-to-parameters ratio 9294 /1082
Largest difference peak 0.734 e.A-3
Largest difference hole -0.246 e.A3

Solution and refinement by Sylvain Bernés, USAT, FQ-UNAM, México, D.F.

D 2 5 I Y L I e \/ZH{F:—P?F
S R D ) TR (7 mn

For Ry, both summations invelve all input reflections for which more than one symmetry
equivalent is averaged, For $, m is the number of observed reflections and # is the number
of parameters refined.

(b} For non-hydrogen atoms.




Table 1. Asomic coordinates (x 10%) and equivalent isotropic
displacement coefficients (A2 x 10°%)

Atom Xa Y6 Zie Ufeq)
C(14A) 6708(8) -476(6) 7726(6) 140(4)
C(24) 6982(8) -1722(6) 7613(6) 127(3)
C(3A) 8203(8) -1747(5) 7491(4) 83(2)
C(dA) 9172(7) -1089(5) 8198(4) 82(2)
C(54) 8913(6) 152(5) 8341(3) 65(1)
C(6A) 9754(6) 1003(5) 8399(4) 80(2)
C(7A) 9629(6) 2235(5) 8542(8) 71(2)
C(8A) 8504(5) 2468(4) 8804(3) 53(1)
C(9A) 7436(5) 1584(5) 8320(4) T7(2)
C(104) 7669(6) 328(5) 8407(4) 79(2)
C(11A) 6222(T) 1863(6) 8444(8) 166(6)
C(12A) 6002(7) 3123(T) 8355(8) 18(5)
C(13A) 7043(5) 3946(5) $930(5) 921(2)
C(144A) 8208(5) 3673(4) 8722(3) 58(1)
C3A) 9133(5) 4698(4) 9152(4) 69(1)
C(16A) 8400(6) 5729(5) 9156(4) 30(2)
C(17A) T057(6) 5214(5) 8783(5) 100{2)
C(18A) 7141(9) 3870(7) 0814(6) 134(4)
C(19A) 7600(10) 1{6) 9226(5) 137(4)
C(204) 6060(11) 578%(9) 9099(11) 28111}
C(21A) 5178(8) 5823(8) 8365(7) 139(4)
C(1'A) 8929(6) -3310(5) 6361 (4) T22)
C(2'A) 9156(6) ~4526(4) 6356(3) 69(2)
C(3'A) 9410(9) -5026(5) 6107(4) 97(2)
C(4'A) 9622(6) -6238(4) 6042(3) 68(2)
O(1A) 6302(10) 6785(10) 9555(7) 239(5)
O(2A) 8423(5) -2952(3) 7410(3) 94(2D)
O(3A) 9130(10) -2740(5) 6415(5) 208(5)
O(4A) 9671(5) -6817¢3) 6558(2) 87(1)
O(5A) 9686(7) -6661(4) 33513) 129¢2)
C(1B) 3002(5) 3159(4) 5266(3) 60(1)
C(2B) 2940(6) A443(4) 5405(%) T2(2)
C(3B) 3999(6) 5021(4) 6064(3) 63(1H)
C(4B) 5203(6) 4826(4) 5893(4) 72(2)
C(5B) 5276(5) 3551(4) 5703(3) 64(1)
C(6B) 6222(6) 3098(5) 6043(5) 95(2)
C(7B) 6433(7) 1864(5) 5906(5) 116(3)
C(8B) 5504(5) 1186(4) 5174(4) 65(1)

2.20



Table 1 (Continued). Atomic coordinates (x 10%) and equivalent isotropic
displacement coefficients (A x 10°%)

Atom

C(9B)
C(10B)

C(11B) -

C(12B)
C(13B)
C{14B)
C(15B)
C(16B)
cQa7B)
C(18B)
C(19B)
C(20B)
C(21B)
C(1I'B)
CE'B)
C(3'B)
C(4'B)
O(1B)
O(2B)
O(3B)
O(4B)
O(5B)
o(10)
cRe)
C(30)
C4c)
C(5C)
C(6C)
C(7C)
C(8C)
CE0)
CQoC)
C(11C)
C(12C)
C(13C)
C(14C)
C(5C)
C(16C)

Xa

4245(5)
4188(5)
3230(5)
3302(5)
4524(4)
5479(5)
6665(6)
6219(7)
4823(5)
4697(7)
4188(7)
4262(6)
2930(6)
3312(8)
3368(6)
2971(8)
2964(6)
4871(5)
3980(4)
2565(7)
3081¢5)
2801(6)
7387(5)
T464(6)
8771(5)
9504(5)
9424(4)
10431(5)
10465(4)
9275(4)
8207(4)
8161(5)
6981(5)
7025(5)
8063(4)
9238(4)
10261(5)
9742(5)

¥/b

1540(4)
2837(4)
734(4)
-537(4)
-867(4)
-99(4)
-627(5)
-1938(5)
2057(4)
-766(5)
3091(4)
-3091(4)
-3363(5)
6673(5)
7943(4)
8414(5)
9683(4)
-3673(4)
6264(3)
6049(4)
10288(3)
10078(3)
3829(5)
5142(5)
5641(4)
5338(4)
4039(4)
3534(4)
2272(4)
1626(4)
2074(4)
3393(4)
1340(4)
37(4)
-388(4)
357(3)
-282(4)
-1553(4)

1

Zlc

5151(3)
5094(3)
4531(3)
4578(3)
4522(3)
5199(3)
5229(5)
5001(5)
4753(3)
37104)
4269(3)
4111(4)
3883(4)
6613(4)
6722(3)
7412(4)
7529(3)
3812(4)
6190(2)
6819(4)
7052(2)
8210(3)
3468(4)
3656(4)
3995(3)
3427(3)
3246(3)
3398(3)
3250(3)
2714(3)
2968(3)
2925(3)
2530(4)
2557(4)
2254(3)
2759(3)
2574(4)
2461(4)

Ufeg)

51(1)
52(1)
62(1)
59(1)
49(1)
64(1)
97(2)
106(3)
61(1)
86(2)
80(2)
70(2)
81(2)
91(2)
70(2)
94(2)
68(1)
130(2)
70(1)
133(2)
86(1)
11102)
78(2)
86(2)
62(1)
54(1)
47(1)
53(1)
56(1)
44(1)
50(1)
54(1)
74(2)
70(2)
51(1)
44(1)
64(1)
7202)



Table 1 (Continued). Atomic coerdinates (x 10*) and equivalent isotropic
displacement coefficients (A% x 10%

Atom

C(17C)
C(18C)
C(19C)
C(20C)
CE1C)
c('c)
C2'C)
3O
CC)
o(1C)
0Q0)
0(3C)
0(4C)
0(5C)
C(1D)
C(2D)
C(3D)
C(4D)
C(5D)
C(6D)
C(7D)
C(8D)
C(9D)
C(10D)
C(11D)
C(12D)
C(13D)
C(14D)
C(15D)
C(16D)
C(17D)
C(18D)
C(19D)
C20D)
CRID)
C(1I'D)
C@'D)
C(3'D)

X

8393(5)
7838(7)
7627(6)
7618(6)
6331(8)
9775(6)
9663(6)
10240(7)
10080(6)
7988(6)
8799(4)
10642(4)
9961(6)
10057(6)
1498(5)
1666(7)
2612(7)
3809(6)
3670(5)
4426(5)
4421(5)
3594(4)
2419(4)
2663(5)
1488(5)
1234(5)
2388(5)
3265(4)
4294(5)
3637(5)
2327(5)
2909(6)
3066(6)
1721(7)
451(8)
2290(6)
2569(6)
2466(9)

Y/b

-1604(4)
-342(5)
3602(4)

2616(5)

-2838(6)
7483(4)
8741(4)
9325¢4)

10571(4)

-3193(5)
6894(3)
7067(3)

11146(3)

10975(3)
-855(4)

2117(4)

2224(4)

-1559(5)
-310(4)

509(5)
1748(4)
2055(4)
1199(4)

-55(4)
1570(4)
2817(4)
3644(4)
3272(4)
4274(4)
5328(4)
4902(4)
3702(4)
-302(4)
5701(4)
5407(6)

-4068(4)

-5261(4)

-5836(4)

Zic

2431(3)
1375(3)
2077(3)
1880(5)
1944(7)
4681(3)
4789(3)
5592(3)
5706(3)
1427(4)
4150(2)
5019¢2)
5190(3)
6406(2)
269(4)
80(4)
-371(3)
114(4)
330(3)
190(3)
387(3)
916(3)
665(3)
714(3)
1095(3)
1048(3)
1334(3)
860(3)
1066(4)
1176(4)
1123(3)
2226(3)
1580(3)
1595(3)
1575(5)
-1154(3)
-1203(3)
2010(3)

Uteq)

62(1)
82(2)
76(2)
95(2)
148(4)
61(1)
78(2)
81(2)
68(2)
159(3)
67(1)
79(1)
11002)
110(2)
69(2)
83(2)
83(2)
78(2)
59(1)
64(1)
61(1)
47(1)
45(1)
50(1)
58(1)
57(1)
49(1)
49(1)
67(1)
70(2)
55(1)
65(1)
70(2)
71(2)
99(2)
66(1)
68(1)
91(2)



Alom

C(AD)
0(iD)
0(2D)
0@3D)
0(4D)
0(5D)

Ufeq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uj; tensor.

Table 1 (Continued). Atomic coordinates (x 10%) and equivalent isotropic
displacement coefficients (A” x 10°)

Xa

2644(5)
227H6)
2852(6)
1504(6)
2692(4)
2752(6)

Y

~7068(4)
6606(4)
-3416(3)
-3740(4)
7647(3)
-7463(3)

Zie

-2094(3)
1965(3)
-499(2)

-1640(3)

-1585(2)

-2793(2)

Ufeg)

60(1)
109(2)
103(2)
120(2)

73(1)
101(2)



C(LA)-C(2A)
C(2A)-C(3A)
C(3A)-C(4A)
C(5A)-C(6A)
C(6A)-C(7A)
C(8A)-C(14A)
COA)-C(114)
C(10A)-C(19A)
C(12A)-C(13A)
C(13A)-C(17A)
C(14A)C(15A)
C(16A)-C(17A)
C(20A)-O(1A)
C(1'A)-0(3A)
C(I'A)-C(2'A)
C(3'A)-C(4'A)
C('A)-O(54)

C(1B)-C(2B)
C(2B)-C(3B)
C(3B)-C(4B)
C(5B)-C(6B)
C(68)-C(7B)
C(8B)-C(14B)
C(9B)-C(11B)
C(10B)-C(19B)
C(12B)-C(13B)
C(13B)-C(14B)
C(14B)-C(15B)
C(16B)-C(17B)
C(20B)-O(1B)
C(1'B)-O(3B)
C(I'B)-C(2'B)
C(3'B)-C(4'B)
C(4'B)-O(5B)

C10)-C(20)
CC)-CGC)
C(3C)-CAEC)
C(50)-C6C)
C(6C)-C(7C)

Table 2. Bond lengths (A)

1.533¢10)
1.473(12)
1.515(9)
1.303(8)
1.474(8)
1.508(7)
1.523(10)
1.564(10)
1.528(10)
1.551(9)
1.517(7)
1.546(9)
1.307(12)
1.150¢7)
1.483(7)
1.471(7)
1.285(7)

1.525(7)
1.492(8)

1L.519(9) .

1.293(8)
1.501(8)
1.522(7)
1.535(7)
1.526(7)
1.512(7)
1.529(7)
1.538(8)
1.537(9)
1.195(7)
1.234(9)
1.484(7)
1.490(7)
1,304(7)

1.536(7)
1.499(9)
1.500¢7)
1.330¢7)
1.488(6)

C1A»C(10A)
CAO2A)
C4A)-C(5A)
C(5A)-C(10A)
C(TA)-C(8A)
C(8A)-C(9A)
C(9A)-C(10A)
C(11A)-C(124)
C(13A)-C(14A)
C(I13A)-C(18A)
C(15A)-C(16A)
C(17A)-C(20A)
C(20A)-C(21A)
C(I'A)-0QA)
C'A)-C(3'A)
C(#'A)-O(4A)

C(1B)-C(10B)
C(3B)-O(2B)
C(4B)-C(5B)
C(5B)-C(10B)
C(7B)-C(8B)
C(8B)-C(9B)
C(9B)-C(10B)
C(11B)-C(12B)
C(13B)-C(18B)
C(13B)-C(17B)
C(15B)-C(16B)
C(17B)-C(20B)
C(20B)-C(21B)
C(I'B}-0(2B)
C(2B)-C(3B)
C(4'B)}-0(4B)

C(1O)-C(10C)
CRCR02C)
C{4C)-C(5C)
C{5C)-C(10C)
C(7C)-C(8C)

1.555(9)
1.465(6)
1.528(8)
1.492(9)
1.515(7)
1.528(7)
1.550(8)
1.552(12)
1.525(8)
1.552(12)
1.541(8)
1.569(15)
1.433(16)
1.302(7)
1.493(8)
1.198(6)

1.538(7)
1.461(5)
1.519(7)
1.525(7)
1.529(8)
1.531(7)
1.555(6)
1.522(6)
1.517(8)
1.554(6)
1.557(9)
1.531(7)
1.471(9)
1.286(8)
1.474(8)
1.194(6)

1.543(8)
1.469(5)
1.520(6)
1.508(7)
1.521(6)



C(8C)-C(14C)
C(9C)-C(11C)
C(10C)-C(19C)
C(12C)-C(13C)
C(130)-C(14C)
C(14C)-C(15C)
C(16C)-C(17C)
C(200)-0(1C)
C(1'C)-0(3C)
CI'C)-C2'C)
C(3'C)-CA'C)
CA'C)-0(5C)

C(1D)-C(2D)
C(2D)-C(3D)
C(3D)-C(AD)
C(SD)-C(6D)
C(6D)-C{7D)
C(8D)-C(14D)
C(OD)-C(11D)
C(10D)-C(19D)
C(12D)-C(13D)
C(13D)-C(18D)
C(14D)-C(15D)
C(16D)-C(17D)
C(20D)-0(1D)
C(I'D)-0(3D)
C(I'D)-C(2'D)
C(3'D)-C(4D)
CA'D)-0(5D)

Table 2 (contirued). Bond lengths (4)

1.509(6)
1.545(7)
1.525(7)
1.526(8)
1.538(6)
1.533(6)
1.531(8)
1.175(10)
1.200(6)
1A97(T)
1.496(7)
1.280(6)

1.529(7)
1.507(10)
1.507(9)
1.329(8)
1.464(7)
1.527(6)
1.528(6)
1.552(7)
1.505(7)
1.528(6)
1.533(7)
1.516(8)
1.213(7)
1.203(7)
LATHT)
1.482(7)
1.308(6)

C(8C)-C(9C)
C9C)-C(10C)
C(110)-C(12C)
C(130)-C(18C)
C(13C)-C(17C)
C(15C)-C(16C)
C(17C)-C(20C)
C(200)-C(21C)
C(1'C)-0(2C)
C'C)-C(3'C)
C4'C)-0(4C)

C(1D)-C(10D)
C(3D)-0(2D)
C4D)-C(5D)
C(5D)-C(10D)
C(7D)-C(8D)
C(8D)-C(9D)
C(OD)-C(10D)
C(11D)-C(12D)
C(13D)-C(14D)
C(13D)-C(17D)
C(15D)-C(16D)
C(17D)-C(20D)
C(20D)-C(21D)
C(1I'D)-O(2D)
CED)-CED)
C(4D)-0(4D)

1.525(6)
1.575(6)
1.552(7)
1.517(8)
1.566(6)
1.535(7)
1.500(8)
1.511(12)
1.334(6)
1.459(8)
1.189(6)

1.533(7)
1.462(6)
L513(7)
1.517(7)
1.532(7)
1.540(6)
1.542(6)
1.536(6)
1.527(7)
1.578(6)
1.532(8)
1,515(8)
1.457(10)
1.289(7)
1.476(7)
1.188(6)



C2A)-C(1A)-C(10A)
ORA)-C(BANCRA)
C(2A)-C(3A)-C(4A)
C(6A)-C(5A)-C(10A)
C(10A)-C(SA)-C(4A)
C(6A)-C(TA)-C(8A)
C(14A)-C(8A)-C(9A)
C(11A)-C(9A)-C(8A)
C(8A)-C(9A)-C(10A)
C(5A)-C(10A)-C(1A)
C(5A)-C(10A)-C(194)
C(LA)-C(10A)-C(19A)
C(13A)-C(12A)-C(11A)
C(14A)-C(13A)-C(17A)
C(14A)-C(13A)-C(18A)
C(17A)-C(13A)-C(18A)
C(8A)-C(14A)-C(13A)
C(14A)-C(15A)-C(16A)
C20A)-C(17A)-C(16A)
C(16A)-C(17A)-C(134)
O(1A)-C(20A)-C(17A)
0(3A)-C(1'A)-0(2A)
O@2A)-C(I'A)»-C2A)
CAA)C(3'ANC(2'A)
O(4A)-C4'A)-C(3'A)
C(I'A)-O(2A)-C(3A)

C(2B)-C(1B)-C(10B)
0(2B)-C(3B)-C(2B)
C(2B)-C(3B}-C(4B)
C(6B)-C(5B)-C(4B}
C(4B)-C(5B)-C(10B)
C(6B)-C(7B)-C(8B)
C(14B)-C(8B)-C(9B)
C(8B)-C(9B)-C(11B)
C(11B)-C(9B)-C(10B}
C(19B)-C(10B)-C(1B)
C(19B)-C(10B)-C(9B)
C(1B)-C(10B)-C(9B)
C(13B)-C(12B)-C(11B)
C(12B)-C(13B)-C(14B)

Table 3. Bond angles ()

114.2(7)
107.1(6)
111.1(6)
122.7(5)
116.8(5)
113.5(5)
110.7(4)
112.8(5)
113.0(5)
109.3(6)
106.3(6)
110.2(7)
109.7(7)
99.8(5)
111.1¢6)
110.4(6)
114.8(5)
105.2(5)
117.9(6)
103.3(5)
122.1(12)
122.4(6)
112.9(5)
116.3(5)
124.7(5)
117.6(5)

114.3(5)
111.0(4)
111.9(4)
121.1(5)
116.9(4)
112.1(5)
109.7(4)
112.0(4)
114.1(4)
108.6(5)
111.2(4)
108.3(4)
111.5(4)
106.4(4)

C(3A)-C(2A)-C(1A)
OQA)-C(3A)-C(4A)
C(3A)-C(4A)-C(5A)
C(6A)-C(5A)-C(4A)
C(5A)-C(6A)-C(TA)
C(14A)-C(8A)-C(74)
C(7A)-C(BA)-C(9A)
C(11A)-C(9A)-C(10A)
C(5A»-C(10A)-C(9A)
C(9A)-C(10A)-C(1A)
C(9A)-C(10A)-C(19A)
C(9A)-C(11A)-C(12A)
C(14A)-C(13A)-C(12A)
C(12A)-C(13A)-C(17A)
C(124)-C(13A)-C(18A)
C(8A)-C(144)-C(15A)
C(15A)-C(14A)-C(13A)
C(15A)-C(16A»-C(174)
C(20A)-C(1TAC(13A)
O(1A)-C20A)-C(21A)
C(21A)-C20A)-C(17A)
OBANC(I'A)-CZA)
C{I'A)»-C(Z'A)-C(IA)
O(4A)-C(4'A)-O(5A)
O(SA)-CA'A)-C(I'A)

C(3B)-C(2B)-C(1B)
O(2B)-C(3B)-C(4B)
C(3B)-C(4B)-C(5B)
C(6B)-C(5B)-C(10B)
C(5B)-C(6B)-C(7B)
C(14B)-C(8B)-C(TB)
C(7B)-C(8B)-C(9B)
C(8B)-C(9B)-C(10B)
C(19B)-C(L0B)-C(5B)
C(5B)-C(10B)-C(1B)
C{5B)-C{10B)-C(9B)
C(12B)-C(11B)-C(9B)
C(12B)-C(13B)-C(18B)
C(18B)-C(13B)-C(14B)

109.8(7)
108.1(5)
109.6(5)
120.5(6)
126.0(5)
112.0(4)
109.0(4)
113.7(6)
110.3(5)
107.8(6)
112.9(5)
113.1(8)
106.8(6)
114.2(7)
113.7%(8)
120.2(4)
103.8(4)
105.4(4)
110.5(9)
111.6(11)
100.0(11)
124.6(6)
112.5(5)
121.7(5)
113.5(5)

110.0(4)
106.8(4)
110.8(5)
121.9(5)
127.1(5)
110.5(5)
109.0(5)
112.7(4)
109.4(5)
109.7(4)
109.6(4)
114.0(4)
111.0(5)
113.8(5)



C(12B)-C(13B)-C(17B)
C(14B)-C(13B)-C(17B)
C(8B)-C(14B)-C(15B)
C(14B)-C(15B)-C(16B)
C(20B)-C(17B)-C(16B)
C(16B)-C(17B)-C(13B)
O(1B)-C(20B)-C(17B)
O(3B)C(1'B)-0(2B)
O(2R)-C(1'B)-C(2'B)
C(2'B)-C(3'B)-C(4'B)
O(4B)-C(4'B)-C(3'B)
C(1'B)-O(2B)-C(3B)

C2C)-CUC)-C0C)
0QC)-C(C)-CRC)
CRC)-C3C)-C(4C)
C(6C)-C(3C)-C(100)
C(10C)-C(5C)-CEC)
C(6C)-C(7C)-C(8C)
C14C)-C(BC)-COC)
C(8C)-C(OC)-C(11C)
C(11C)-COO)-C(10C)
C(5C)-C(10C)-C(1C)
C(5C)-C(10C)-C(9C)
CO)-C(I0C)-COC)
C(13C)-C(12C)-C(11C)
C(18C)-C(13C)-C(14C)
C(18C)-C(13C)-CATC)
C(14C)-C13C}-C(17C)
C(8C)-C(14C)-C(13C)
C(14C»-C(15C)-C(16C)
C(20C)-C(17C)-C16C)
C(16C)-C(17C)-C(13C)
O(1C)-CROC)K-C(21C)
0(3C)-C(1'C)-02C)
O(2C)-CI'C)-C2'C)
C2'C)-C(3'C)-C(4'C)
O(UC)»-CHC)-CB'C)
C(I'C)-0(2C)-C(3C)

Table 3 (continued). Bond angles (%)

116.4(4)
98.8(4)

117.9(5)
103.0(5)
112.2(5)
1043(5)
122.1¢6)
122.0(6)
114.8(6)
115.5(5)
124.3(5)
118.6(5)

115.4(5)
107.1(4)
111.0(4)
123.8(4)
116.2(4)
112.7(4)
109.4(4)
112.5(4)
112.4(4)
107.6(4)
109.8(4)
107.3(4)
111.6(4)
113.1(4)
109.6(4)
99.7(3)

115.1(3)
103.6(4)
113.4(5)
104,3(4)
122.4(7)
124.7(5)
111.1(5)
113.4(5)
123.5(5)
117.2(4)

C(18B)-C(13B)-C(17B)
C(8B)-C(14B)-C(13B)
C(13B)-C(14B)-C(158)
C(17B)-C(16B)-C(15B)
C(20B)-C(17B)-C(13B)
O(1B)-C(20B)-C(21B)
C(21B)-C(20B)-C(17B)
O(3B)-C(1'B)-C(2B)
C(3'B)-C(2B)-C(1'B)
O(4B)-C(4'B)-O(5B)
O(5B)-C(4'B)-C:(3'B)

C(3C)-CRC)-CC)
0(2()-C(3C)-C{AC)
CC)-CAC)-C(5C)
C6C)-C(5C)-C4C)
C5C-C(EC)-CIC)
C(140)-C(8C)-C(7C)
C(7C)-C(8C)-CIC)
C(8C)-C(9C)-C(10C)
C(5C)-C(10C)-C(19C)
C(19C)-C(10C)-C(1C)
C(19C)-C(10C)-C(9C)
CO0)-C(HC-C12C)
C(18C)-C(13C)-C(12C)
C120)-C(13C)-C(14C)
C(120)-C(13C)-CATC)
C(8C)-C(14C)-C(15C)
C(15C)-C(14C)-C(13C)
C(17C)-C{16C)-C(15C)
C(20C)-C17C)-C(13C)
O(1C)-C(20C)-C(17C)
C(17C)-C0C)-C(21C)
O(BC)-C(I'C)-C2'C)
CR'C)-CR'C)-CA'C)
O(4C)-C(4'C)-0(5C)
O(5C)-C4'C)-C(3'C)

110.0(4)
115.3(4)
104.5¢4)
106.2(5)
115.6(4)
120.7(5)
117.2(5)
122.5(7)
113.4(5)
122.7(5)
113.0(5)

109.1(5)
109.9(4)
109.3(4)
119.9(4)
124.7(4)
110.2(3)
109.7(3)
112.9(4)
109.6(4)
111.1(5)
111.2(4)
1274
111.0(5)
106.7(4)
116.3(4)
119.4(4)
104.3(4)
107.5(4)
116.4(4)
122.1(7)
115.5(8)

. 124.2(5)

113.6(5)
122.0(5)
114.5(5)



CD}C(ID)-C(10D)
0(2D)-CGD)-C2D)
C(2D)-C(3D)-C(4D)
C(6D)-C(5D)-C(4D)
C{4D)-C(5D)-C(10D)
C(6D)-C(7D)-C(8D)
C(14D)-C(8D)-C(9D)
C(11D)-C(SD)-C(8D)
C(8D)-C(OD)-C(10D)
C(5D)-C(100)-C(9D)
C(5D)-C(10D)-C(19D)
C9D)-C(10D)-C(19D)
C(13D)-C(12D)-C(11D)
C(12D)-C(13D)-C(18D)
C(12D)-C(13D)-C(17D)
C(18D)-C(13D)}-C(17D)
C(13D)-C(14D)-C(15D)
C(16D)-C(15D)-C(14D)
CROM-CATD)-C(16D)
C(16D)-CATD)-C(13D)
O(1D)-C(20D)-C(17D)
0(3D)-C(1'D)-02D)
O@D)-C(F'D)-C2'D)
CRDICED)-CED)
O(4D)-CAD)-C(3'D)
C(1'D)-0(2D)-C(3D)

Table 3 (continued). Bond angles (*)

115.1(5)
110.7(5)
110.0(5)
119.8(5)
117.3(5)
113.5(4)
109.2(4)
111.7(3)
112.8(4)
109.4(4)
107.8(4)
112.6(4)
111.5(4)
110.1(4)
117.2(4)
109.4(3)
104.8(4)
103.1(4)
114.5(5)
103.5(4)
120.2(6)
121.1(5)
114.9(5)
116.7(5)
124.4(5)
119.8(5)

C(3D)-C(2D)-C(1D)
0(2D)-C(3D)-C(4D)
C(3D)-C@D)-C(5D)
C(6D)-C(5D)-C(10D)
C(5D)-C(6D)-C(7D)
C(14D)-C(8D)-C(7D)
C(7D)-C(8D)-C(9D)
C(11D)-C(9D)-C(10D)
C(5D)-C(10D)-C(1D)
C(1D)-C(10D)-C(9D)
C(1D)-C(10D)-C(19D)
C(9D)-C(11D)}-C(12D)
C(12D)-C(13D)-C(14D)
C(14D)-C(13D)-C(18D)
C(14D)-C(13D)-C(17D)
C(13D)-C(14D)-C(8D)
C(8D)-C(14D)-C(15D)
C17D)-C(16D)-C(15D)
C(20D)-C(17D)-C(13D)
O(11)-C20D)-C(21D)
C(21D)-C(20D)-C(17D)
O(3D)-C(I'D)-C(2D)
C(I'D)-C(2D)-C(3'D)
O(4D)-C(4'D)-0(5D)
O(3D)-C(4D)-C(3'D)

110.2(5)
105.3(5)
110.7(5)
122.9(4)
125.7(5)
110.8(4)
109.9(4)
113.4(4)
109.2(4)
108.7(4)
109.0(4)
113.9(4)
108.3(3)
113.3(4)
98.1(4)

115.1(4)
118.7(4)
107.7(4)
116.9(4)
119.7(6)
120.0(5)
123.5(5)
114.9(5)
122.6(5)
113.0(5)



Atom

C(1A)
CRA)
C(3A)
C(4A)
C(5A)
C(6A)
C(7A)
C(8A)
C(9A)
C(10A)
C(11A)
C(12A)
C(13A)
C(14A)
C(15A)
C(16A)
C(17A)
C(18A)
C(194)
C(204)
C21A)
C(I'A)
C2'A)
C(3A)
C(4'A)
O(1A)
O(A)
O(3A)
O(44)
O(5A)
C(1B)
CERB)
C(3B)
C(4B)
C(5B)
C(6B)
C(7B)
C(8B)
C(9B)

Table 4. Anisotropic displacement coefficients (A2 x 107)

Uy

90(6)
96(6)
137(7)
90(5)
74(4)
65(4)
65(4)
51(3)
57(3)
73(4)
51(4)
52(4)
50(3)
49(3)
54(3)
73(4)
69(4)
152(8)
212(11)
156(9)
38(6)
91(4)
91(4)
165(8)
97(4)
163(9)
151(5)
425(15)
132(4)
256(8)
54(3)
73(4)
87(4)
77(4)
62(3)
61(4)
78(5)
52(3)
53(3)

Upz

72(4)
TA(4)
54(3)
62(3)
61(3)
70(4)
61(3)
49(3)
65(3)
60(3)
80(5)
92(5)
59(3)
61(3)
58(3)
61(3)
68(4)
94(5)
81(5)
130(7)
107(6)
57(3)
49(3)
60(3)
50(3)
259(11)
64(2)
83(4)
59(2)
69(3)
53(3)
52(3)
40(3)
40(3)
48(3)
50(3)
46(3)
42(3)
40(2)

Usy

213(10)
182(8)
72(4)
96(4)
65(3)
118(5)
100(4)
60(3)
99(4)
99(4)
325(15)
302(14)
155(7)
61(3)
96(4)
97(4)
144(6)
194(9)
152(7)
41002)
206(10)
76(4)
67(3)
95(4)
60(3)
270(11)
82(3)
244(8)
70(2)
93(3)
65(3)
86(4)
58(3)
88(4)
76(3)
141(6)
173(7)
91¢4)
54(2)

Uz

-58(5)
-53(5)
2(3)
19(3)
13(2)
133)
17(3)
202)
-20(3)
-13(3)
-89(7)
-83(7)
-29(4)
2(2)
113)
1(3)
21(4)
-16(5)
-4(5)
-170(11)
-14(6)
15(3)
22)
18(3)
10(2)
-68(9)
14(2)
88(5)
42)
20(2)
2(2)
2(3)
2(2)
-4(2)
5(2)
-1303)
21(4)
2(2)
5(2)

Uis

0(6)
13(6)
25(4)
23(4)
25(3)
44(4)
41(3)
18(2)
18(3)
30(4)
41(6)
7(6)
33(4)
15(2)
28(3)
17(3)
9(4)
142(8)
133(8)
-124(12)
19(7)
32(3)
23(3)
73(5)
21(3)
47(8)
43(3)
258(10)
25(3)
89(4)
5(2)
15(3)
16(3)
10(3)
9(3)
-16(4)
-41(5)
7(3)
6(2)

U;z

10(4)
11(4)
33(4)
26(3)
19(3)
23(3)
11(3)
3(2)
9(3)
43)
15(4)
20(4)
3)
72)
3(3)
2(3)
22(3)
-9(5)
-11(6)
109(7)
32(5)
20(3)
12(3)
40(4)
16(3)
7X%8)
43(3)
127(6)
20(2)
56(4)
14(2)
23(3)
15(3)
7(3)
14(3)
0(3)
12(3)
8(2)
11(2)



Table 4 (continucd). Anisotropic displacement cocfficients (A”x 10°)

Atom Uy U Us; U U U,
C10B)  59(3) 43(2) 512) 22) 13(2) 10(2)
C(11B)  56(3) 50(3) 74(3)  4Q2) 8(3) 13(2)
C(12B)  53(3) 45(3) 76(3) 3(2) 143) 92
C(13B)  50(3) 41(2) 61(3) 8(2) 20(2) 8(2)
C(14B)  52(3) 473) 8e(4)  5(2) 8(3) 162)
C(15B)  54(3) 56(3) 1697 1(4) t204)  2203)
C(16B)  74(4) 60(4) 1657 -2(4) 0(5) 23(3)
CO7B)  64(3) 43(3) 743) 202 153)  14(2)
C(18B) 124(6)  6L(3) 93(4) 21(3) 57(4) 17(4)
C(19B) 138(6)  45(3) 65(3) 162) 4@ 210)
C(0B)  78(4) 46(3) 89(4) 3(3) 27(3) 17(3)
C21B)  91(5) 51(3) O ©) 2@ 13
C(I'B)  151(7)  5403) 80(4)  203)  66(5)  15(4)
C(2B)  97(5) 45(3) 74(3) 5(2) 003)  2303)
C3B) 1637 490) 97(4) 19(3) 74(5) 33
C@B)  87(4) 51(3) 68(3) (%) 29(3) 15(3)
O(IB)  104()  89(3) 183(5)  -48(3)  40(4)  30(3)
0(@B)  102(3) 4002) T4(2) 3(2) 36(2) 1722)
oG3B) 2027 76(3) 161(5)  27(3) 13(5)  26(4)
O(B) 1484  4502) 782 N2 523) 232
O(5B)  2096)  63(2) 87(3) Q) 754 B0
CC)  57(4) 53(3) 1335)  -103) 43(4) 13(3)
C(2C)  85(5) 61(3) 118(5)  -4(3) 3@ 270)
c(3C)  75(4) 2 0@ SR nE) 2006)
C@aC)  55(3) 42(%) 66(3) 0(2) 182) 82
cGC)  5303) 42(2) 46(2) 4@ 112 82
C6C)  43(3) 46(2) 65(3) -1(2) 11(2) 5(2)
) 37(3) 45(3) 81(3) 0(2) 132)  3@)
CC) 382 40(2) 500 1) 7(2) 42)
C(OC)  42(3) 42(2) 65(3) 3(2) 152)  10(2)
c(10C)  51(3) 39(2) 67(3) 102) 8(2) 14(2)
C1C)  44(3) 50(3) 1215 -20) 16(3)  1Q)
c(12¢)  36(3) 53(3) 1134y 7(3) 143) -6
C(13C)  46(3) 39(2) 62(3) 5(2) 5(2) 1)
CO40)  39(2) 39() 49(2) 6(2) 8(2) 5(2)
CUsC)  45(3) 47(3) 0Id  70) 22(3) 12(2)
C(16C)  60(3) 42(3) 109()  3(3) 15(3) 10(2)
c(170)  57(3) 412) 803) 92 703) 5(2)

C(18C)  90(4) 53(3) 78(4) 2(3) 163 33)



Table 4(continued). Anisotropic displacement coefficients (A’x 10°)

Atom Ui Uzz Uss Uzs Uz U,

C9C)  78(4) 55(3) 80(4) 13)  -903) 14(3)
CR0Cy  64(4) 43(3) 159(7) 17(4) -3(4) o(3)

CRIC)  80(6) 73(5) 260(13)  23(6)  5(7) -25(4)
ey 74(4) 50(3) 60(3) 42 2003)  220)
CRC)  86(4) 49(3) 874y 73) 7(3) 24(3)
CE'C)  121(5)  47(3) 673)  22) 144 18(3)
CA'C)  88(4) 51(3) 58(3) -7) 133)  10(3)
o(1C) 108(5) 86(4) 221(7) -7H4) -27(5) 24(3)
0Q2C)  75(3) 45(2) 7902) -2 17Q)  24(2)
0(3C)  91(3) 59(2) 7902) 9@2) 102 27Q)
0(4C)  212(6)  56(2) 78(3) 102)  63(3)  38(3)
0O(C)  201(6)  622) 693 200 73)  4103)
C(iD)  63(3) 4703) 85(4) -52) 8(3) 10(3)
C@2D)  100(5)  44(3) 90(4) 0(3) 4(4) 16(3)
CG3D) 1336  51(3) 65(3) 503) 18(4)  47(4)
CAD)  88(5) 67(3) 784y 23) 193)  3803)
CGD)  64(3) 59(3) 93) -2 62) 28(3)
C6D)  63(3) 74(3) 673)  1003)  33G)  24(3)
CD) 533 72(3) 68(3)  16(3)  27(3)  15(3)
C8D)  42(3) 54(3) 47(2) 10(2) 1@ 92

COD)  42(2) 44(2) 512) 50 142) 92

C(10D)  53(3) 45(2) 522)  4Q2) 4@ 132
C(ID)  56(3) 37(2) 873 22) 3203) 202

C(12D)  51(3) 50(3) 733 42 2603)  5(2)

C(13D)  53(3) 41(2) 51(2) 22) 102 92

C(14D)  45(3) 48(2) 52(2) 11¢2) 10(2) 1(2)

C(5D)  60(3) 57(3) 83(4) 163)  16(3)  203)
C(16D)  67(4) 50(3) 86(4) 193  6(3) 3(3)
C(17D)  64(3) 47(3) 513 120 8Q) 6(2)

CO18D)  89(4) 52(3) 543) 72 153) 190)
C(19D)  10K5)  50(3) 503)  9Q2) 203) 22(3)
C(0D)  105(5)  39(3) 65(3)  6(2) 143 1903)
ceiD) 1116  79(4) 124(6)  10(4)  56(5)  40(4)
C(I'D)  80(4) 54(3) 65(3) 803 17G3)  15(3)
c@D) 814 45(3) 733 3Q) 163) 1R
CED)  166(7)  43(3) 62(3) 1(2) 244 25(4)
CEAD)  65(3) 47(3) 60(3)  -6(2) 1G)  100)
o(ID) 1515  550Q) 11G3)  -12Q)  293)  93)

0@D)  181(5) 55(2) 62(2) -6(2) 403) 53(3)



Table 4(continued). Anisotropic displacement coefficients (A*x 10%)

Atom Ui Uzz Usz Uszs Uiz Upn

0(3D)  150(5)  72(3) 105(3)  -12(2) <18 35(3)
O@4D)  1103)  46(2) 66(2)  6(2) 22 192)
oGD)  198(6)  502) 632 52 473)  2903)

The anisotropic displacement exponent takes the form:-2r*(Fa** U, p+.. +2hkabl/; ;)




Table 5. H-Atom coordinates (x10*) and isotropie displacement coefficients (Ax10%

Afom Xa Y Z'c U
H(1AA) 5920 473 7832 168
H(1AB) 6656 -169 7236 168
H(2AA) 6943 2070 8077 152
H(2AB) 6378 2160 7159 152
H(3AA) 8238 -1426 7010 105
H{4AA) 6966 -1103 8100 98
H(4AB) 9177 -1450 8663 98
H(6AA) 10502 815 8346 96
H(7AA) 2602 2558 8060 86
H(7AB) 10342 2623 8946 86
H(BAA) 8654 2373 9362 64
H(9AA) 7380 1652 7766 92
H(11A) 6192 1725 8968 199
H(118) 5572 1348 8062 199
H{12A) 5952 3250 7816 201
H{12B) 5238 3265 8465 201
H(14A) 8063 3728 8158 69
H(13A) 9754 4821 3877 82
H(15B) 9521 4583 9688 82
H(16A) 8651 6281 8847 95
H(16B) 8515 6109 9692 95
H(17A) 6867 5222 8210 119
H(18A) 7107 3079 9893 200
H(18B) 6479 4198 9958 200
H(18C) 7898 4286 10137 200
H(19A) $190 508 9642 205
H(19B) 7767 T77 9253 205
HO9O) 6801 T 0288 205
HZ1A) 4529 6225 8465 209
H(21B) 4857 5054 3110 209
H21C) 5538 6215 8028 209
H(Z'A) 8451 -4977 6925 82
H(2'B) 9844 -4575 7299 82
H(3'A) 8729 -4946 5668 117
H(3'B) 10121 4572 6048 117
H(5AA) 9828 -7328 5352 193
H(1BA) 2323 2807 4824 T2
H{IBB) 2911 2838 5731 72
H{2BA) 2947 4767 4926 86

H{ZBR) 2189 4385 5535 86



Table 5 (continued), H-Atom coordinates (x10%) and isetropic displacement

Atom

H(3BA)
H(4BA)
H(4BB)
H(6BA)
H(7BA)
H(7BB)
H(3BA)
H(9BA)
HA1C)
H(11D)
H(12C)
H(12D)
H(14B)
H(15C)
H(15D)
H(16C)
H(16D)
H(17B)
H(18D)
H(ISE)

H(18F)

H(19D)
H(19E)
H(19F)

H(1D)
H(21E)

HQ1IF)

H(2'C)

H(2D)

H(3'C)

H(3D)

H(5BA)
H(1CA)
H(ICB)
H(2CA)
H(2CB)
H(3CA)
H(4CA)
H(4CB)

Xa

3964
5867
5285
6340
6386
7244
5726
4113
2451
3264
3168
2665
5264
7222
7063
6519
6506
4536
4079
5484
4638
4923
4140
3499
2690
2566
2664
4198
2859
3502
2157
2802
6543
7638
7117
7006
9107
10346
9165

coefficients (A%x10%)

b

4717
5161
5205
3592
1511
1831
1364
1432
915
877
=707
-992
-231
-455
-349
~2262
2336
-2166
-1279
965

2892
3894
2646
-4038
2730
-3499
8278
8168
8208
8048
10776
3520
3526
5454
5339
5352
5668
5630

Zle

6551
6349
5449
6413
6366
5842
4699
5663
4597
4008
5074
4150
5685
5755
4833
4568
5449
5219
3316
3693
3607
4153
4248
3886
3491
3670
4341
6783
6249
7884
7358
8247
3220
3962
3177
4034
4493
3656
2942

75
86
86
114
139
139
78
61
74
74
71
71
77
116
116
128
128
73
129
129
129
120
120
120
122
122
122
84
84
112
112
167
94
94
103
103
75
65
65



Table 5 (continued). H-Atom coordinates (x10%) and isotropic displacement

Atom

H(GCA)
H(7CA)
H(7CB)
H(3CA)
H(9CA)
H(11E)
H(1F)
H(12E)
H(12F)
H(14C)
H(15E)-
H(15F)
H(16E)
H(16F)
HA7C)
H(18G)
H(18H)
(18)
H(19G)
H(19H)
H(19)
H21G)
HQ15)
H(21I)
H(2'E)
H(2F)
H(YE)
H(3T)
H(5CA)
H(1DA)
H(IDB)
H(2DA)
H(EDR)
H(3DA)
H(4DA)
H(4DB)
H(6DA)
H(7DA)
H(7DB)

Xa

11168
10642
11118
9212
8346
6759
6356
7128
06259
9268
10996
10442
9838
10169
8322
7105
&1
7757
8127
7600
6819
5921
5907
6348
10026
8807
11103
9901
9969
920
1146
1917
899
2340
4406
4099
5010
4157
5245

coeffictents (A’x10%)

Y

4003
1981
2126
1749
1992
1467
1589
-109
-388
283
-107
-81
-1953
-1915
-1675
-833
-597
433
3327
4410
3200
-3521
2197
-2538
9101
8840
9255
8945
11658
-808
-578
-2437
2548
-1541
1614
-1891
275
2068
2101

3613
3752
3010
2167
3528
1982
2768
3097
2235
3309
3009
2097
1972
2857
2064
1090
1202
1278
1752
2069
1876
1591
1805
2477
4425
4653
5721
5959
6427

583
-223

568
-234
-878
-185

593

-54
-100

653

63
67
67
52
59
89
89
84
84
52
76
76
87
87
74
123
123
123
114
114
114
222
222
222
93
93
97
97
165
82
82
99
99
59
93
93
77
74
74



Table 5 (continued). H-Atom coordinates (x10°) and isotropic displacement

Atom

H(SDA)
H(9DA)
H(11G)
H(I1H)
H(12G)
H(12H)
H(14D)
H(15G)
H(15H)
H(16G)
H(16H)
H(17D)
H(18%)
H(18K)
H(18L)
H(190)
H(19K)
H(191.)
HR1Y)
HR1K)
H(21L)
H(2'G)
HQ'H)
H('G)
HGH)
TI(5DA)

4021
2055
1779
730
835
688
2834
4904
4680
4022
3669
1867
2551
2392
3710
3798
3213
2436
206
357
-46
2022
3391
3059
1667
2865

coefficients (A’x10°)

¥

2009
1234
1479
1064
2890
3011
3268
4209
4307
5788
5800
4832
2937
4080
4124
194
~1089
-163
6005
4696
5327
-5703
5267
-5423
-5767
-8140

e

1466
103
1648
871
504
1367
304
1548
639
1688
768
566
2354
2497

2389

1862
1580
1834
1896
1777
1040
-979
-879
-2215
-2342
2807

57
55
70
70
68
68
59
81
81
84
&4
66
98
98
98
104
104
104
148
148
148
81
81
110
110
152



Table 6. Torsion angles (")

CO0A)-C(1A}CQRA)-C(3A)
C(1A}CA»CBANO(ZA)
C1A)-CQA)-CBA)-C4A)
O(2A)-C(3A)-CHA)-C(5A)
C(2A)-C(3A)-C(4A)-C(5A)
C(3A)-C{4A)-C(5A)-C(6A)
CA»CEA)-C(5A)-C(10A)
C(10A)-C(5A)-C(6A)-C(TA)
CAA»C(5A)-C(6A)-C(TA)
C(5A)-C(6A)-C(TA)-C(8A)
C(6A)-C(TA)-C(8A)-C(14A)
C(6A)-C(TA)-C(8A)-C(9A)
C(14A)-C(8A)-C(OA)-C(11A)
C(TA)-C(8A)-C(OA)C(11A)
C(14A)-C(BA)-C(9A)-C(10A)
C(7A)-C(8A)-C(9A)-C(10A)
C(6A)-C(5A)-C(10A)-C(9A)
C(4A)-C(SA)-C(10A)-C(OA)
C(6A)-C(5A)-C(10A)-C(1A)
C(4A)-C(5A)-C(10A)-C(1A)
C(6A)»-C(5A)-C{10A)-C(194)
C4A)-C(5A)-C{LOA)-C(19A)
C(11A}C(9A)-C(10A)-C(5A)
C(SA)-C(OA)-C(10A)-C(5A)
C(11A)-C(9A)-C(10A)-C(1A)
C(8A)-C(9A)-C(10A)-C(1A)
C(11A)-C(OA)-C(10A)-C(194)
C(8A)-C(9A)-C(10A)-C(19A)
CA)-C(1A)-C(10A)-C(5A)
C(2A)-C{1A)-C(10A)-C(9A)
C(2A)-C(1A)-C(10A)-C(19A)
C(BA)-C(9A)-C(11A)-C(124)
C(10A)-C(9A)-C(11A)-C(124)
C(9A)-C(1 1A)-C(12A)-C(13A)
C(11A)-C(12A)-C(13A)-C(14A)
C(11A)-C(12A)-C(13A)-C(17A)
C(11A)-C(12A)-C(13A)-C(184)
C(TA)-C(8A)-C(14A)-C(15A)
C(9A)-C(8A)-C(14A)-C{15A)
C(TA)-C(8A)-C(14A)-C(13A)
C(9A)-C(8A)-C(14A)-C(134)
C(124)-C(13A)-C(14A)-C(8A)

-55.6(12)
178.4(6)
60.5(10)
-175.5(5)
-58.2(8)
-127.5(7)
52.4(8)
0.6(11)
-179.5(6)
13.0(10)
-163.8(5)
-41.007)
-47.0(9)
-170.6(8)
-177.8(5)
58.6(7)
15.3(9)
-164.6(5)
133.7(7)
-46.2(8)
107A(T)
72.7(6)
-175.5(7)
-45.2(7)
65.2(9)
-164.4(6)
-56.7(9)
73.6(7)
47.111)
167.0(8)
-69.4(10)
49.6(11)
-180.0(7)
-56.5(12)
59.4(11)
168.6(3)
-63.5(10)
-58.3(6)
179.9(5)
176.6(5)
54.8(6)
-61.2(9)



Table 6 (continued). Torsion angles (°)

C(17A)-C(13A)-C(14A)-C(8A)
C(18ARC(13A)-C(14A)-C(BA)
C(12A)-C(13A)-C(14A)-C(15A)
C(17A)-C(13A)-C(14A)-C(15A)
C(18A)-C(13A)-C(14A)-C(15A)
C(8A)-C(14A)-C(15A)-C(16A)
C(13A)-C(14A)-C(15A)-C(16A)
C(14A)-C{15A)-C(16A)-C(17A)
CI5A»-C(16A)-C(17A)-C(20A)
C(15A)-C(16A)-C(17A)-C(13A)
C(14A)-C(13A)-C(17A)-C(20A)
C(12A)-C{13A)-C(17A)-C(20A)
C(18A)-C(13A)-C(17A)-C(20A)
C(14A)-C(13A)-C(17A)-C(16A)
C(12A)-C{13A)C(1TA)-C16A)
C(18A)-C(13A)-C(17A)-C(16A)
C(16A)-C(17A)-C20A)-O(1A)
C(13A)-C(17A)-C(20A)-O(1A)
C(16A)-C(1TA)-C(20A)-C(21A)
C(13A>C(17A)}-C(20A)-C(214)
OGA)-CI'A)-C(Z'A)-C(3'A)
OQAYC(I'AFC(2'A)-C(3'A)
C(I'AYC(2A)-C(3A)-C(4'A)
C(LA)-C(3'A)-CHA)-O@A)
C(2'AY-C(3A)-C4A)O(5A)
OBA)-C(I'A)-O(2A)-C(3A)
C(2A)-C(I'A)-0(A)-C(3A)
C2A)-C3A)-OQA)-C(1'A)
C4A)-C(3A)-0(2A)-C(I'A)

C(10B)-C(IB)}-C(2B)-C(3B)
C(1B)-C2B)-C(3B)-0(2B)
C(1B)-C(2B)-C(3B)-C(4B)
O(2B)-C(3B)-C(4B)-C(5B)
C(2B)-C(3B)-C(4B)-C(5B)
C(3B)-C(4B)-C(5B)-C(6B)
C(3B)-C(4B)-C(5B)-C{10B)
C(4B)-C(5B)-C(6B)-C(7B)
C(10B)-C(5B)-C(6B)-C(7B)
C(58)-C(6B)-C(7B)-C(8B)
C(6B)-C(7B)-C(8B)-C(14B)

179.7(5)
63.2(6)
165.5(7)
46.4(6)
-70.0(6)
-162.2(5)
-32.1(6)
4.6(7)
146.1(10)
24.0(7)
-169.9(7)
76.6(10)
-53.0(9)
43.0(7)
156.4(T)
74.0(7)
12(2)
130.7(17)
135.8(9)
-105.8(12)
-13.0(12)
164.3(6)
-178.8(6)
-4.4(12)
171.9(7)
-5.1(12)
177.6(6)
137.5(7)
-102.7(T)

-56.5(6)
178.1(5)
58.9(6)
176.5(4)
-54.9(6)
A131L.3(D)
48.8(7)
-178.9(8)
1.0(12)
12.0(13)
-161.9(7)



Table 6 (continued). Torsion angles ()

C(6B)-C(7B)-C(8B)-C(9B) -41.3(9)
C(14B)-C(8B)-C(9B)-C(11B) -47.6(6)
C(7B)-C(8B)-C(9B)-C(11B) -168.7(5)
C(14B)-C(8B)-C(9B)-C(10B) 177.9(4)
C(7B)-C(8B)-C(9B)-C(10B) 61.0(6)
C(6B)-C(5B)-C(10B)-C(19B) -105.8(7)
C(4B)-C(5B)-C(10B)-C{19B) 74.1(6)
C(6B)-C(5B)-C(10B)-C(1B) 135.2(7)
C(4B)-C(5B)-C(10B)-C(1B) -44.9(6)
C(6B)-C(5B)-C(10B)-C(9B) 16.3(8)
C(48)-C(5B)-C(10B)-C(9B) -163.7(5)
C(2B)-C(1B)-C(10B)-C(19B) 71.5(5)
C(ZB)-C{1B)-C(10B)-C(5B) 48.1(6)
C(2B)-C(1B)-C(10B)-C(9B) 167.7(4)
C(8B)-C(9B)-C(10B)-C(19B) 73.6(6)
C(11B)-C(9B)-C(10B)-C(19B) -55.6(6)
C(8B)-C(9B)-C(10B)-C(5B) -47.5(6)
C(11B)-C(9B)-C(10B)-C(5B) -176.6(4)
C(8B)-C(9B)-C(10B)-C(1B) -167.1(4)
C(11B)-C(9B)-C(10B)-C(1B) 63.7(5)
C(8B)-C(9B)-C(11B)-C(12B) 49 4(6)
C(10B)-C(9B)-C(11B)-C(12B) 178.9(4)
C(9B)-C(11B)-C(12B)-C(13B) -55.5(6)
C(11B)-C(12B)-C(13B)-C(i8B) -66.7(5)
C(11B)-C(12B)-C(13B)-C(14B) 57.6(5)
C(11B)-C(12B)-C(13B)-C(178B) 166.5(4)
C(TB)-C(8B)-C(14B)-C(13B) 176.2(6)
C(9B)-C(8B)-C(14B)-C(13B) 56.0(6)
C(7B)-C(8B)-C(14B)-C(15B) -59.5(8)
C(9B)-C(8B)-C(14B)-C(15B) -179.7(6)
C(12B)-C(13B)-C(14B)-C(8B) -60.5(6)
C(18B)-C(13B)-C(14B)-C(8B) 62.1(6)
C(17B)-C(13B)-C(14B)-C(8B) 178.6(5)
C(12B)-C(13B)-C(14B)-C(15B) 168.5(5)
C(18B)-C(13B)-C(14B)-C(15B) -69.0(6)
C(17B)-C(13B)-C(14B)-C(15B) 47.6(6)
C(8B)-C(14B)-C(15B)-C(16B) -164.1(6)
C(13B)-C(14B)-C(15B)-C(16B) 34.6(7)
C(14B)-C(15B)-C(16B)-C(17B) 7.3(9)
C(15B)-C(16B)-C(17B)-C(20B) 147.8(6)

C(15B)-C(16B)-C(17B)-C(13B) 22.0(8)



Table 6 (continued). Torsion angles (%)

C(12B)-C(13B)-C(1713)-C(208) 80.8(6)
C(18B)-C(13B)-C(17B)-C(20B) -46.5(7)
C(14B)-C{13B)-C(17B)-C{20B) -165.9(5)
C(12B)-C(13B)-C(17B)-C(16B) ~155.5(5)
C(18B)-C(13B)-C(17B)-C(16B) 77.2(6)
C(14B)-C(13B)-C(17B)-C(16B) -42.2(6)
C(16B)-C(17B)-C(20B)-0(1B) -4.8(9)
C(13B)-C{17B)-C(20B)-0(1B) 1147(T)
C(16B)-C(17B)-C(20B)-C(21 B) 173.9(6)
C(13B)-C(17B)-C(20B)-C(21B) -66.6(7)
O(3B)-C(I'B)-C(2'B)-C(3'B) 29.8(11)
0(@B)-C(1I'B)-C(2'B)-C(3'B) ~159.5(7)
C(1'B)}-C(2'B)-C(3'B)-C(4'B) 177(T)
C(2'B)-C(3'B)-C@'B)-0(4B) 112(11)
C(2'BY-C(3B)-C(4'B)-O(5B) -169.5(7)
O(3B)-C(1'B)-0(2B)-C(3B) -10.4(10)
C(2'B)-C(1'B)-O(2B)-C(3B) 178.8(5)
C(2B)-C(3B)}-0O(2B)-C(1'B) 82.8(7)
C(4B)-C(3B)-O(2B)-C(1'B) -155.0(6)
C(10C)-C(IC)I-CRO)-CGC) -54.8(7)
CLCI-CQE)-CBC-020) 178.9(5)
C(1C)-C0)-CBC)-CA4T) 58.9(7)
O(2C)-CBC)-CEC)CGC) -177.7(4)
CC)-C(3C)-CEC)-C(5C) -59.4(6)
C3C)»-CEC)-C(3C)-C(6C) -121.4(5)
C(3C)-CACIC(5C)-C(10C) 56.4(5)
C(10C)-C(5C)-C(6C)-C(7C) 2.1(8)
C(4C)-C(5C)-C(6C)-C(7C) 179.7(4)
C(5C)-C(6C)-C7C)-C(8C) 14.8(7)
C(6C)-C(7C)-C(8C)-C(14C) -165.0(4)
C(6C)-C(7C)-CBC)-C(OC) -44.5(5)
C(14C)-C(8C)-COC)-C(11C) -50.6(5)
C(7C)-CBC)-COCI-C(11C) -171.5(4)
C(14C)-C(8C)-C(9C)-C(10C) ~179.0(4)
C(7C)-CBC)-COC)-C(10C) 60.0(5)
C(60)-C(5C)-C(100)-C(19C) -110.9(5)
CAC)-C(5C)-C(10C)-C(19C) 71.4(5)
C(6C)-C(5C)-CAC)-C(IC) 128.2(5)
C(4C)-C(5C)-C(10C)-C(1C) -49.5(5)
C(6C)-C(5C)-C(10C)-C(OC) 11.6(7)

C(4C)-C(5C)-C(10C)-C(9C) -166.1(4)



Table 6 (coniinued). Torsien angles (%)

C(2C)-C(1C)-C(10C)-C(5C) 48.7(6)
CC)-C(1C)-C(L0C)-C(19C) -1 4(6)
CC)-C(1C)-C0C)-C(OC) 166.8(5)
C(8C)-C(9C)-C(10C)-C(5C) -42.6(5)
C(11C)-C(OC)-CL0C)-C(5C) 711
C(8C)-C(9C)-C(10C)-C(19C) 79.0(5)
C(11C)-C(9C)-C(10C)-C(19C) -49.6(6)
C(8C)-C(9C)-C(10C)-C(1T) -159.3(4)
C(11C)-C(9C)-C(16C)-C(1C) 72.2(5)
C(8C)-CIC)-C1C)-C(12C) 50.3(6)
C(10C)-COC)-C(11C)-C(12C) 179.0(4)
C(9C)-C(11C)-C(12C)-C(13C) -54.0(7)
C11C)-C2C)-C(13C)-C(18C) 67.5(6)
C(110)-C(120)-CU3C)-CH4C) 56.2(6)
C(11C)-C(12C)-C(13C)-CATC) 166.3(4)
C7C)-C(8C)-C(14C)-C(15C) -56.1(5)
COC)-CEC)-CI4C)-C(15C) -176.8(4)
C(7C)-C(8C)-C(14C)-C(13C) 178.7(4)
C(9C)-C(8C)-C(14C)-C(13C) 58.0(5)
C(18C)-C(13C)-C(14C)-CE0) 61.7(5)
C(12C)-C(13C)-C(14C)-C(8C) -60.7(5)
C(17C)-C(13C)-C(14C)-C(8C) 178.0(4)
C(18C)-C(13C)-C(14C)-C(15C) 71.0(5)
C(12C)-C(13C)-C(14C)-C(15C) 166.6(4)
C17C)-C(13C)-C4C)-C150) 45.3(5)
C(8C)-C(14C)-C(15C)-C(16C) -165.2(4)
C(13C)-CLAC)-C15C)-C(16C) -35.0(5)
C(14C)-C(15C)-C(16C)-C(17C) 10.1(7)
C(15C)-C(16C)-C(17C)-C(20C) 145.5(5)
CI5C)-C(16C)-C(17C)-C(13C) 17.8(7)
C(18C)-C(13C)-C(1TCR-C(20C) -45.0¢7)
C{12C)-C(13C)-C(17C)-C20C) 81.9(7)
C(14C)-CE130)-C(17C)-C20C) -163.9(6)
C(18C)-CA3C)-C(170)-C(16C) 80.7(6)
C(120)-C(13C)-C(17C)-C(16C) -152.4(5)
C(14C)-C(13C)-C17C)-C(16C) -38.2(5)
C(16C)-C(17C)-C20C)-O(1C) -11.6(10)
C(13C)-C(17C)-CROC)-O(1C) 109.4(8)
C(16C)-C(17C)-CROC)-CQIC) 168.6(6)
C(13C)-C(17C)-C(20C)-C(21C) ~70.3(9)
0(3C)-C('C)-CRC-CB'C) -34.2(9)

0(2C)-C(1'C)-C(2'C)-C(3'C) 147.1(6)



Table 6 (continued). Torsion angles (%)

C'CRC2C)-CB3'C)-CAT) -177.6(6)
CR'C)-C(3'C)-CAC)-O4C) -28.7(11)
C'C)-CB'C)-CACI-O(5C) 149.9(7)
0(30)-C(1'C)-0(2C)-C(3C) 2.6(8)
C'C)-C(1'C)-0(2C)-C(3C) -178.7(5)
CO0)-CBC)-0RC)-CAC) 158.0(5)
C(40)-C(3C)-02C)-C(1'C) -81.3(5)
C(10D)-C(1D)-C(2D)-C(3D) -55.1(7)
CUD»CED)-C(3D)-0(2D) 175.4(5)
C(1D)-C(2D)-C(3D)-C(4D) 59.5(6)
O@D)-C(3D)-CA)-C(5D) -176.8(5)
C(2D)-C(3D)-C(4D)-C(5D) -57.5(6)
C(3D)-C{4D)-C(5D)-C(6D) -129.0(6)
C(3D)-C{(4D)-C(5D)-C(10D) 51.9(6)
C(AD)-C(5D)-C(6D)-C(TD) -178.2(5)
C(10D)-C(5D)-C(6D)-C(7D) 0.8(8)
C(5D)-C(6D)-C(TD)-C(8D) 10.4(8)
C(6D)-C(7D}-C(8D)-C(14D) -159.6(4)
C(6D)-C(7D)-C(8D)-C(9D) -38.9(6)
C(14D)-C(8D)-C(5D)-C(11D) -50.0(5)
CTD)-C(8D)-COD-C(11D) 171.8(4)
C(14D)-C(8D)-C(9D)-C(10D) -179.2(4)
C(TD)-C(8D)-C(OD)-C(10D) 59.1(5)
C(6D)-C(5D)-C(10D)-C(1D) 136.4(5)
C(4D)-C(5D)-C(10D)-C(1D) -44.6(6)
C(6D)-C(5D)-C(10D)-C(9D) 17.5(6)
C(4D)-C(3D)-C(10D)-C(9D) -163.5(4)
C(6D)-C(5D)-CA0D)-C(1913) -105.3(6)
C{4D)-C(5D)-C(10D)-C(19D) 73.7(5)
C(2D)-C(1D)-C(10D)-C(5D) 45.7(6)
C(2D)-C(1D)-C(10D)-C(9D) 165.1¢5)
C(2D)-C(1D)-C(10D)-C(19D) -71.8(6)
C(11D)-C(9D)-C(10D)-C(5D) -175.4(4)
C(8D)-C(9D)-C(10D)-C(SD} 47.1(5)
C(11D)-C(9D)-C(10D)-C(1D) 65.4(5)
C(8D)-C(9D)-C(10D)-C(1D) -166.3(4)
(11D)-C(9D)-C(10D)-C(19D) -35.5(6)
C(8D)-COD)-C(10D)-C19D) 72.8(5)
C(8D)-C(9D)-C(11D)-C(12D) 51.4(5)
C(10D)-C(9D)-C(11D)-C(12D) -179.8(4)

C(9D)-C(1 11)-C(12D)-C(13D) -54.5(6)



FIGURA 30. ESPECTRO DE DIFRACCION DE RAYOS X DE SP54-3
(ESQUEMAS MOLECULAS)

COOH N\ /CH3
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Table 6 (continued). Torsion angles (*)

C(11D)-C(12D)-C(13D)-C(14D) 55.2(5)
C(11D)-C{12D)-C(13D)-C(18D) -69.2(5)
C(11D)-C(12D)-C(13D)-C(17D) 164.9(4)
C(12D)-C(13D)-C(14D)-C(8D) -58.6(5)
C(18D)-C(13D)-C(14D)-C(8D) 63.8(5)
C(17D)-C(13D)-C(14D)-C(8D) 179.1(4)
C(12D)-C(13D)-C(14D)-C(15D) 169.1(4)
C{18D)-C(13D)-C(14D)-C(15D) -68.5(5)
C(17D)-C(13D)-C(14D)-C(15D) 46.8(4)
C(7D)-C(8D)-C(14D)-C(13D) 177.0(4)
C(9D)-C(8D)-C(14D)-C(13D) 55.9(5)
COTDY-CED)-C(14D)-C(15D) -57.6(6)
C(9D)-C(8D)-C(14D)-C(15D) -178.77(4)
C(13D)-C(14D)-C(15D)-C(16D) -33.9(5)
CRD)-C(14D)-C(15D)-C(16D) -164.2(4)
C(14D)-C(15D)-C(16D)-C(17D) 6.0(6)
C(15D)-C(16D)-C(17D)-C(20D) 151.2(4)
C(15D)-C(16D)-C(17D)-C(13D) 22.7(5)
C(12D)-C(13D)-C(17D)-C(20D) 75.6(6)
C(14D)-C(13D)-C(17D)-C(20D) -168.9(4)
C(18D)-C(13D)-C(17D)-C(20D) -50.6(6)
C(12D)-C(13D)-C(17D)-C(16D) -157.4(4)
C(14D)-C(13D)-C(17D)-C(16D) 42.0(4)
C(18D)-C(13D)-C(17D)-C(16D) 76.4(5)
C(16D)-C(17D)-C(20D)-O(1D) 1.0¢7)
C(13D)-C(17D)-C(20D)-0(1D) 122.3(6)
C(16D)-C(17D)-C(0D)}-C(21D) 178.2(6)
C(13D)-C(17D)-COD)-C(21D) -60.5(7)
0(3D)-C(1'D)-C(2'D)-C(3'D) 37.1(10)
O@D)-C(I'D}-C(2D)-C(3D) -151.0(7)
CUI'D)-CRD)-CHD)-CED) -175.3(6)
C(2'D)-C(3D)-C(4'D)-O(4D) 10.8(11)
C(2'D)-C(3'D)-C(A'D)-0(5D) -168.7(7)
0(3D)-C(1'D)-021)-C(3D) -5.5(10)
C(2'D)-C(1'D)-0(2D)-C(3D) 177.7(6)
CED)-C(D)-0@D)-C(1'D) 95.4(7)
C(4D)-C(3D)-0(2D)-C(I'D} -145.8(6)

All torsion angles fellow the converntion defined by Allen & Rogers (Allen, FHL &
Rogers, 1), (1969) Acta Cryst. B25, 1326-1330)
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FIGURA 31. ESPECTRO DE DIFRACCION DE RAYOS X DE 5P54-3
(PUENTES DE HIDROGENO)

0

CH,

COOH \ 3
N/
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Table 7. Hydrogen-bonds (A and °)

Hydrogen bonds with H ... A <r{A)-+2.000 Aand D-H... A>110°

D H A Symmetry for A D-H H.A D.A DH..A
054 HS5AA 04cC x,y-2, 2 0.820 1.818 2630 17035
Os5B H5BA 04D x¥y+2, z+1 0820 1872 2688 17325
0sC H5CA  04A X, y+2, 2 0.820 1.863 2.679 173.47

OsD H5DA 04B X, ¥-2,z-1 0.820 1892 2709 17448

B: Donor atom
A Acceptor atom
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FIGURA 32. ESPECTRO DE DIFRACCION DE RAYOS X DE SP54-3
(IIFIT")

COOH N\ /CH3
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“Fit” de las cuatro moléculas independientes de la unidad asimétrica:
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FIGURA 33. ESPECTRO DE MASAS DEL ALCOHOL
NITROBENCILICO

CH,OH

NG,
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APENDICE VI
ESPECIFICACIONES DE EQUIPOS

o Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher-
Johns.Fisher Scientific Co. de 115wvolt, 1.4 Amp y 50/60 cycle.Serie
4003.

o Los espectros en el infrarrojo se obtuvieron en un equipo Perkin-Elmer
FT 1330 con una estacidn de datos 1300 en pastilia de KBr, registrados
para el rango 4,000-200cm ™, Los datos se expresan en niimero de onda
(cm?) con intensidades relativas en %de transmitancia.

u Los espectros FAB fueran obtenidos en un espectrémetroe de masas
JEOL 5X102 operade @ un voltaje de aceleracién de 10KV, Las
muestras fueron absorbidas de la matriz, alcohol nitrobencilice usando
3KeV de dtomos de xenon,|Las mediciones de masa en FAB se llevaron a
cabo a 3000 de resolucién, usando barrides de campo magnético e
iones matriz como material de referencia, ¢ barrides de campo
eléctrico con el pico muestra flanqueado por dos iones de referencia
{polietilengticol o ioduro de cesio). Los espectros de M y *C de
resonancia magnética nuclear se corrieron en un especirémetro
VARIAN-360MHz, operando ¢ 360MHz y 80.23 MHz respectivamente.
Los desplazamientos quimicos son relativos al tetrametil silano (TMS)
520 (*H, B3C). Los compuestos se evaluaron en (€D3)2CO a temperatura
ambiente,

o Todos los experimentos de espectroscopia fueron llevados a cabo por
la Unidad de Servicios Analiticos (USAT) de la Facultad de Quimica, de
la UNAM. .
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