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INTRODUCCION

Hace méas de 40 afios desde que los anticonceptivos orales (AO) fueron lanzados al
mercado, simbolizando la anticoncepcién moderna y se han mantenido mundialmente
como el método hormonal més usado. Los AO proveen a millones de mujeres de un

método efectivo, conveniente y seguro contra el embarazo.

Los AO han sido también el método de planificacion familiar mas estudiado. El estudio
de los AO continua, con mas investigaciones epidemioldgicas reportadas alrededor del

mundo.

Introducidos por primera vez en 1960, ya en 1965 la pildora era el anticonceptivo
pionero en los Estados Unidos de América. En 1970 un estimado de 8 a 10 millones de
mujeres estadounidenses usaba la pildora, y un nimero similar en paises en vias de

desarrollo.

Los AO siguen siendo populares el dia de hoy. Con méas de 100 millones de usuarios.
Entre las mujeres no casadas y sexualmente activas los AO son el método de

planificacién mas usado.*

La idea de la anticoncepcion oral con hormonas data de la década de los 20°s. Pero no
fue hasta las décadas de los 40 y 50 que las hormonas orales sintéticas estuvieran a
precios accesibles y disponibles. En 1960, después de mas de 10 afios de investigacion,
la FDA (Food and Drug Administration USA) aprobd los primeros AO. La pildora

Envoid-10 de “Searle and Company” contenia 9.85 mg de noretindrona, una hormona



progestacional y 150 pug de mestranol una hormona estrogénica; alrededor de 10 veces

la cantidad de progestina y 4 veces el estrdgeno que se usan en las pildoras de hoy dia.

Cuando se introdujo la pildora, satisfizo las necesidades de las mujeres por ser
conveniente, segura y confiable. Sin embargo, hubo algunos problemas. Algunas
usuarias experimentaron efectos secundarios tales como: dolor de cabeza, nauseas,
calambres, sangrado irregular en la menstruacion, aumento de peso. Estos efectos

generalmente son temporales y no son signo de problemas més serios.?

Mientras tanto se llevaron a cabo estudios contundentes que mostraban beneficios no
relacionados con el uso de anticonceptivos. Especificamente, estudios epidemioldgicos
efectuados en la decada de 1980 demostraron que el uso de los AO proveia una fuerte

proteccion en contra del cancer en el endometrio y en el epitelio del ovario.

Desde su introduccion los AO han ofrecido un método anticonceptivo seguro para la
gran mayoria de las mujeres, para reducir los efectos secundarios mas comunes y para
minimizar el riesgo de complicaciones mas serias, las compafias farmacéuticas asi

como los proveedores de salud han utilizado tres acercamientos:

e Disminuir la dosis de ambas sustancias, estrogeno y progestina, sin
comprometer la eficacia.

e Desarrollar nuevas y diferentes progestinas.

e Informar més acerca de los efectos secundarios que pueden experimentar con los

AO.



Ahora, los AO contienen una dosis baja, menos de 50 pg de estrégeno, por un tercio de
los 150 pg que tenian los primeros y 50 a 100 pg en los AO que se usaban a finales de
los 70°s. La cantidad de progestina empleada también se ha reducido substancialmente.
Por ejemplo, la dosis de noretindrona (noretiniltestosterona)® ha bajado de 10 mg a 1 o

0.5mg.

La reduccion de la dosis de estrégenos fue consecuencia de investigaciones previas que
relacionaban la probabilidad de desordenes tromboembdlicos con el tamafio de la dosis
de los estrogenos. Pruebas clinicas realizadas en los Estados Unidos demostraron que
dosis tan bajas como 20ug de estrégenos, combinadas con una progestina, limita la tasa
de embarazo a menos del 1% por afio. Ademas, los efectos secundarios ocurrian con

menor frecuencia usando menos estrogenos.

La dosis de progestina en los AO varia ampliamente debido a que las progestinas
difieren enormemente en su potencia por peso. Actualmente, dosis de progestina en la
familia de la Noretindrona -noretindrona, acetato de noretindrona, diacetato de etinodiol
y linestrenol- tienen un intervalo de 0.4 a 2 mg. Las pildoras que contienen las
progestinas mas potentes, levonogestrel,* desogestrel y gestodeno® usan dosis de 0.05 a

0.15 mg.

Los anticonceptivos orales merecen una atencion mas continua y mas estrecha. Aunque
hay anticonceptivos mas nuevos disponibles, en la mayoria de los paises, los AO
todavia se encuentran entre los métodos mas populares, y en muchos paises los AO son

el método més usado de todos.



En el presente trabajo se presentan los resultados de la sintesis de las
carboximetiloximas de varias progestinas asi como de sus derivados 5a reducidos.

La importancia de la realizacion de estos haptenos es el poder insertar estos compuestos
en una proteina (el acido de la carboximetilhidroxilamina) los cuales forman un
antigeno y la importancia de la produccion de estos antigenos es provocar una respuesta
inmune la cual ayuda al estudio y caracterizacidn de estas progestinas asi como de sus

derivados en el organismo.



ANTECEDENTES
| Esteroides y sus generalidades

Los esteroides son lipidos derivados de la biosintesis del colesterol. Algunos ejemplos
incluyen a las hormonas sexuales como son la testosterona o la estrona o algunos

esteroides adrenales como el cortisol.

Con excepcion del &cido retindico, las hormonas esteroidales son derivados del
colesterol. Es mas, con excepcion de la vitamina D, todas ellas contienen el mismo

anillo del ciclopentanofenantreno y el mismo sistema de numeracién que el colesterol.®
Hay una gran variedad de grupos funcionales que pueden estar unidos al esqueleto. La
caracteristica principal, como en los lipidos, es el gran numero de unidades

carbono-hidroégeno, lo cual confiere a los esteroides su caracter no polar. (Figura 1)

Como se ha mencionado con anterioridad, los esteroides incluyen a compuestos muy

conocidos como el colesterol, hormonas sexuales, cortisona y anabolicos.

Figura 1



El esteroide més abundante y méas conocido en el cuerpo es el colesterol. El colesterol se
forma en los tejidos cerebrales, nerviosos y en el torrente sanguineo. Es el principal

componente encontrado en las sales biliares.

La conversion del colesterol C,; a hormonas esteroidales con carbonos de 18, 19 y 21
atomos de carbono (designado por la nomenclatura C con el subindice indicando el
nimero de carbono, e.g. Cio para los androstanos) involucra el paso limitante del
rompimiento irreversible de un residuo de 6 carbonos del colesterol, produciendo

pregnenolona (Cy;) ademas de isocaproaldehido.’

Los nombres comunes de las hormonas derivadas de esteroides son ampliamente
reconocidos, pero una nomenclatura sistematizada estd ganando aceptacién y la
familiarizacion con ambas nomenclaturas es importante. Esteroides con 21 atomos de
carbono se conocen sistematicamente como pregnanos, mientras que aquellos que
contienen 19 o 18 atomos de carbono se conocen como androstanos y estranos,

respectivamente.

Todas las hormonas del tipo esteroide llevan a cabo su accion pasando a través de la

membrana plasmatica y uniéndose a receptores intracelulares.

La actividad estrogénica de los derivados de la progestina 19-nor-testosterona ha sido

claramente identificada por varios investigadores.’



Se han realizado varios estudios en que los derivados de la 19-nor-testosterona llevan a
cabo extensivas biotransformaciones en vivo y en vitro en los metabolitos reducidos del

anillo A con una variedad de propiedades bioldgicas.

Los estrogenos no se refieren a una sola hormona, es el nombre de un grupo de
hormonas. Hay tres componentes principales de estrégenos que se encuentran en el

cuerpo humano estrona, estradiol y estriol, también conocido como El1, E2 y E3

respectivamente.? (figura 2)
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Figura 2

El estradiol (E2) es el estrogeno principal producido en los ovarios. La estrona (E1) se
forma a partir del estradiol.’ Este un estrégeno débil y es el mas abundante que se
encuentra en el cuerpo humano después de la menopausia. El estriol (E3) se produce en
cantidades importantes durante el embarazo y es un subproducto del estradiol. El estriol
es también un estrogeno débil y puede tener efectos anticancerigenos. Antes de la

menopausia el estradiol es el estrogeno predominante.
Il Formacién de oximas

De los grupos funcionales es sin duda el grupo carbonilo es uno de los qué presenta el
mayor namero de trasformaciones potenciales. Sobre él se pueden hacer adiciones de
nucleofilos, generacién de enolatos, formacion de dobles ligaduras, oxidaciones y
reducciones, entre muchas otras. Ademas, las reacciones de los carbonilos son muy

importantes y estan presentes en un gran niimero de procesos biolégicos.™

Del gran nimero de reacciones que presenta este grupo funcional, la adicién de
nucledfilos, en particular los nucleofilos con nitrégeno, son de las méas importantes. La
generacion de iminas se da en presencia de catalisis acida y es un proceso reversible

(Figura 3)

R, NHR;

RsNH,
o > NHR;
H cat.




Figura 3

Sin embargo, las iminas en ciertas condiciones son especies que se pueden hidrolizar
con mucha facilidad y son mas reactivas que el correspondiente compuesto carbonilico
ante un ataque nucleofilico debido a la basicidad del atomo de nitrdgeno en el grupo

funcional que hace mas electrofilico al carbonilo.™*

De la misma manera se pueden utilizar como nucledfilos a otros derivados del
amoniaco, muchos de ellos se comenzaron a utilizar como una forma de identificacion
de los compuestos carbonilicos correspondientes. También estos compuestos presentan
basicidad por lo que en medio &cido forman sales que fueron utilizadas como otra forma
de identificacion. Sin embargo, de acuerdo al tipo de derivado de amoniaco que se
utilice, la hidrélisis del compuesto para regenerar al compuesto carbonilico puede

llevarse a cabo de manera mas sencilla 0 no.'°

Algunos de los derivados que se pueden formar se muestran a continuacion (figura 4):

NOH
NH,OH |
(Hidroxilamina) (Oxima)
o) Ry R,
)k NH,NHCgH NNHCgHs
2 6 5 L - -
Ry Ry (Fenilhidrazina) )L (Fenilhidrazona)
Ry R,
NH,NHCONH NNHCONH,
2 2
i i > Semicarbazona
(Semicarbazida) ( )
Ry R,

Figura 4



Aunque estos derivados ya no se ocupan para identificacion de compuestos de
carbonilicos, se emplean como intermediarios en reacciones con un alto valor sintético,

0 como derivados con valor farmacol6gico por si mismos.

Las oximas son compuestos derivados de la adicion de hidroxilaminas a compuestos
carbonilicos. Para esta adicion existen un gran nimero de condiciones que se pueden
utilizar incluidos agentes de transferencia de fase y soportes sélidos.*? En la actualidad
existen varios métodos para generar este tipo de compuestos. Algunos de ellos se
mencionan a continuacion:
1) Nitrosacion de carbonos o a un grupo electroatractor

Los carbonos en posicion a a un grupo electroatractor confieren acidez a los hidrégenos
en éstos carbonos, pudiendo reaccionar con 4cido nitroso, o alquilnitritos."* El producto
inicial es el C — nitroso compuesto, sin embargo, este producto solo es estable si ya no

existen hidrégenos enolizables, de lo contrario, el producto es la oxima mas estable.*

(Figura 5).
NO
R . R RONO  Rin_g
R H 7 R, — » R,
Lento
o OH OH
-H*
N—OH N—0
Ry
- - R
R, ! R,
© 0

Figura 5



Esta reaccion es de gran utilidad cuando el grupo electroatractor es un grupo carboxilo,
pues los nitroso compuestos y las oximas pueden reducirse a la correspondiente amina y

generar con ello o - aminoacidos.**

2) Adicion de Cloruro de Nitrosilo a dobles ligaduras

Es una reaccion similar a la anterior, el producto inicial de la misma es siempre el § -
cloro nitroso compuesto.'®> De manera similar a la reaccién anterior, este compuesto solo
es estable si el carbono que estd unido al nitrégeno no contiene hidrogenos enolizables,
de lo contrario se generard la oxima mas estable. Sin embargo, en presencia de un
exceso de NOCI, el nitroso compuesto se puede oxidar para generar el 3 - cloro nitro

compuesto. (figura 6)

NO

Ry NOCI Rl\)\
\/\R @ .

2 —— 2

Cl
N—OH

N=—7/—O0O
Rl —_— Rl
R, =™ R
2
Cl

Cl

Figura 6



3) La reaccion de Barton

Este es un proceso via radicales libres, en el cual un grupo metilo en posicion relativa &
a un grupo hidroxilo puede oxidarse al correspondiente aldehido previa hidrdlisis de la
oxima generada.'® (figura 7). El alcohol se convierte en un éster de nitrito, la fotélisis de
éste produce la nitrosacion del grupo metilo y la regeneracion del alcohol. El nitroso
compuesto generado se tautomeriza para generar la oxima correspondiente.

R
CHj

HO CHs

ONO

CHg
NOCI
—_—
o
hv

i\iOH NO
CH CH,

HO HO

Figura7

La reaccién de Barton esta limitada a sustratos donde el grupo metilo se encuentra en
una posicion estérica favorecida. Los carbonos que pueden ser nitrosados son
exclusivamente los que se encuentran en posicion relativa & por lo que es necesario un

estado de transicion de 6 miembros.

4) Reacciones de Oxidacién y Reduccién



Las aminas pueden ser oxidadas con peréxido de hidrégeno en acido acético’ para
generar los nitroso compuestos que pueden tautomerizarse a las correspondientes
oximas. Otros reactivos utilizados para este tipo de oxidaciones son el perborato de

sodio,"" el 4cido de Caro (H.S0s)*®y el NawO, — H,0,®

De una manera similar, los nitro compuestos pueden reducirse a las oximas
correspondientes utilizando una amplia variedad de reactivos como son: Zn en &cido
acético,™ CrCl, ,° CS, — EtsN,%* NaNO; e hipofosfito de sodio? entre otros. Muchos de
estos reactivos reducen exclusivamente al grupo nitro en presencia de otros grupos

potencialmente reducibles.

5) Ruptura oxidativa con NOCly SO,

Las cetonas ciclicas pueden tratarse con cloruro de nitrosilo y un alcohol en presencia

de SO, liquido para generar un éster o - oximinocarboxilico.?® (figura 8)

O]
(0] OEt

S0,
+ NOCI+EtOH ——2 »

oo
N ocl

Figura 8
Como se puede ver, los métodos son variados y proporcionan una gran diversidad de
condiciones de acuerdo a la complejidad de la molécula de partida y a los grupos

funcionales presentes en la misma.



La variedad de metodologias de sintesis existentes para la generacion de oximas habla
de su importancia como bloques en la generacion de otros grupos funcionales. Como ya
se menciond anteriormente en el punto 1, las oximas pueden ser precursores en la
sintesis de a-aminoacidos; esta sintesis se presenta como una herramienta importante en

la preparacion de aminoacidos no naturales.

Ademas, las oximas son precursores en la sintesis de nitrilos y sus correspondientes
oxidos; ambos son grupos funcionales muy utiles en sintesis de compuestos de alto
valor agregado como son compuestos heterociclicos,® (figura 9) los cuales son

importantes en la industria farmacéutica.

R R
\_N AL \_N AQ: . [p—=R—F]
/ /N
H OH cl OH
A—BH
A//B\
O
\/
R N
Figura 9

111 Reacciones de reduccidon con metales

El empleo de metales como agentes de reduccion comprende un nimero muy amplio de
métodos sintéticos que son muy Utiles en diversas aplicaciones. Los sustratos organicos
bajo estas condiciones aceptan uno o mas electrones provenientes del metal por lo que

el curso de la reaccion depende en gran medida de la estructura del reactivo y de las



condiciones de reaccion. Es por ello que las reacciones que involucran el empleo de

metales pueden ser organizadas en tres categorias principales con sus casos particulares

y excepciones:

1. Remocion reductiva de grupos funcionales.
2. Formacién de enlaces carbono — carbono.

3. Adicion de hidrogeno.

Las reacciones de deshalogenacién o desoxigenacién en presencia de metales
constituyen buenos métodos para diversas aplicaciones sintéticas. Algunos de estos
métodos son muy conocidos debido a su probada eficiencia en un gran namero de

sustratos como es la reduccién de Clemmensen. ** **(Figura 10).

Mg
Cl —_— H
i-PrOH

H;CO OCHs OCHs

—»
t-BuOH / THF

H3CO H5CO
Zn(Hg) HO
HCI

Figura 10



Las reacciones de formacion de enlaces carbono—carbono son procesos que involucran
la transferencia de un electron por lo que los intermediarios son radicales libres.

Algunas reacciones importantes son la formacion de pinacoles, alquenos y aciloinas.*

(figura 11).
OH
0] Mg - Hg >
TiCl,
OH
TiCl,
O K
0 O
5 1) Na, (CHg)sSICl /
N ~_— Tolueno
O 2) CH3OH
o OH
Figura 11

Sin embargo, son las reacciones de adicion de hidrégeno las que han tenido un uso muy
amplio a pesar de que, en muchos casos, los metales han estado siendo reemplazados
por los donadores de hidruros para muchos procesos sintéticos que involucran la adicién
de hidrégeno. Algunas reacciones que los involucran siguen siendo de gran utilidad
como es la reduccion de aldehidos y cetonas a alcoholes en presencia de amoniaco. Esta
reaccion, ademas, ha proveido de informacion muy valiosa acerca del mecanismo de

reaccion en este conjunto de procesos.™



El curso de esta reaccion estd determinado por la transferencia de un solo electron para
formar un radical inicial. Este intermediario, dependiendo de la estructura del sustrato y
del medio de reaccion puede ser protonado, puede dimerizarse o puede sufrir una
desproporcion. En disolventes proticos como el amoniaco o alcoholes, el proceso de

protonacion prevalece sobre los otros dos. (figura 12)

Dimerizacién
DHETIZaCion o

R’ o N
R/ﬁ( e R Protonacion
—_— —_—
Disolv-H
S R' R
Desproporcion R/ﬁ/ . R/Y

P e

Figura 12

Los compuestos carbonilicos o, — insaturados se reducen de manera eficiente al
enolato del correspondiente compuesto carbonilico saturado en presencia de Litio y
amoniaco. En ocasiones se agrega un poco de algun alcohol a la solucion reductora
como una fuente de hidrégeno mas eficiente que el amoniaco. Es importante colocar un
solo equivalente del donador de hidrogeno cuando el objetivo es la obtencién del

enolato, si el producto deseado es el compuesto carbonilico saturado, un exceso del



donador de hidrégeno debe utilizarse durante el trabajo posterior a la reaccion. (figura

13)

= e & e X
Disolv-H

0] eO @O

Figura 13

La estereoquimica de esta reduccién conjugada esta determinada por la transferencia de

protones al atomo de carbono en posicion .

Una reaccién similar que involucra el empleo de metales y que es de amplia importancia
sintética es la llamada reaccion de Birch para la reduccion parcial de anillos aromaticos.
El medio de reduccion por lo general involucra un metal como sodio o litio en amoniaco
liquido. La transferencia de un electron con la posterior protonacién del radical — anion

es la manera en la que se lleva a cabo este proceso. (figura 14)

Disolv-H
—_—

Li a Disolv-H Li
I ——— — _—

Figura 14



El compuesto aislado es la estructura dihidro, la cual se reduce con mayor dificultad que
el anillo aromatico por lo que una vez generado la reaccion se detiene. La rapidez de
esta reaccion se ve afectada de manera sustancial de acuerdo al tipo de sustituyentes
aunque con cierto grado de predictibilidad. Los grupos electrodonadores reducen la
rapidez al dificultar la transferencia de electrones mientras que los grupos

electroatractores facilitan la reduccion.

Los sustituyentes también gobiernan la posicién de protonacion final ya que la
estructura es determinada por el sitio de protonacién del radical — anion intermediario.
Por ejemplo, los compuestos alquil y alcoxiaromaticos generan los compuestos 2,5 —
dihidro derivados mientras que los aniones carboxilato generan los 2,4 — dihidro
derivados. Un caso particular es la reduccién de metoxibencenos'® ya que es un paso
muy Util para la sintesis de ciclohexenonas a partir de la hidrélisis del éter de enol que

se genera en la reduccion de Birch. (figura 15)

R COR
3,5 1,4

R= alquil,o-alquil,OH

O +
_Li,NH; HsO
ROH



Figura 15

Otra reaccion es la reduccion de acetilenos. Esta reaccion se puede efectuar en una gran
variedad de condiciones como son sodio en amoniaco, litio en aminas de bajo peso
molecular o sodio en HMPA/t-butanol. Esta reaccion es un buen método de sintesis de

alquenos con configuracion E y se asume que procede a través de transferencias de

electrones y protonaciones sucesivas. (figura 16)

R R\ R o R H
— e e Disolv-H o € icolv-
R — R— R =/_\_> Disolv §>_<
o H R H R H R

Figura 16



RESULTADOS Y DISCUSION
Como se menciond en la introduccidn el objetivo principal de este trabajo es obtener los

haptenos de las progestinas sintéticas asi como de sus derivados 5a. reducidos.

Caracterizacion de las progestinas sintéticas 5o derivados

La conversion de las cetonas a,B-insaturadas (figura 17) a cetonas saturadas se efectud
con litio en solucién de amoniaco-THF-tolueno a menos 70°C y se empled cloruro de

amonio solido para detener la reaccion.

OH\\/

\\
N
\\\

Noretiniltestosterona (NET) Levonogestrel (LEVO)

Gestodeno (GESTO)

Figura 17



En las técnicas descritas se adiciona el metal a la solucion amoniaco-THF-tolueno y

cuando la disolucion es total se agrega lentamente el esteroide.?

Esta metodologia debe aplicarse con cuidado ya que un exceso de litio podria reducir,
ademas del doble enlace de la cetona a,p insaturada (C4, C5 del esteroide), el grupo
acetileno unido al carbono 17 de las progestinas, es por esta razdén que se dejo
reaccionar a los esteroides por unos cuantos segundos para evitar una reduccion

excesiva como se ha mencionado con anterioridad.

Se ha descrito que la reduccién ocurre en primer término en la enona y en segundo en el
triple enlace para convertirlo a doble. Esta selectividad ha sido atribuida al hecho de que
en el medio bésico se forma el ion alcoxido, cuya proximidad al triple enlace impide en
parte su reduccion. Para evitar aun mas lo anterior, al amoniaco anhidro se adiciona la
mezcla THF-tolueno y el esteroide, inmediatamente despues se agregan dos
equivalentes de litio en trozos pequefios, de modo que la solucion no se torne a un azul
muy intenso por exceso de reductor, el cual por estar en menor cantidad con respecto al
esteroide reacciona casi exclusivamente con la cetona o,B-insaturada. Una vez
desaparecido el color azul de la solucion debido a la presencia del litio, se agrega
cloruro de amonio para destruir cualquier exceso del reductor.

Es de esta forma que se obtuvo la 5a- noretiniltestosterona, Sa —levonogestrel y 5o -
gestodeno (figura 18) con un rendimiento del 65, 70 y 72% respectivamente. Las

compuestos anteriores se caracterizaron por espectroscopia de IR y RMN-"H.



5a-Noretiniltestosterona (50.-NET) 5a.-Levonogestrel (5a-LEVO)

5a.-Gestodeno (5a-GESTO)

Figura 18

Para la 5a-NET las sefiales de absorcion en IR de los grupos funcionales de interés son:
3300cm™ de intensidad media caracteristica de la vibracion de estiramiento O-H del
alcohol unido al carbono 17; 3262cm™ debido al estiramiento del C-H acetilénico;
3000-2800 cm™ debido a la vibracién de estiramiento de los enlaces C-H saturados;
1715cm™ banda intensa por absorcién del carbonilo y 1045 cm™ sefial débil causada por
el enlace C-O del alcohol secundario. En RMN- *H se observa: una sefial simple en 2.6
ppm que integra para 1 proton que corresponde al hidrogeno del acetileno; 0.8 ppm una

sefial simple que integra para los tres hidrogenos del grupo metilo en la posicion 13.



Para el 50—-LEVO las sefiales de absorcion en IR de los grupos funcionales de interés
son: 3370cm™ de intensidad media caracteristica de la vibracion O-H del alcohol
terciario unido al carbono 17; 3260cm™ de intensidad media debido por la vibracién C-
H del grupo etinilo del carbono 17; 1700cm™ sefial intensa que se debe al carbonilo;
1070cm™ de mediana intensidad debida al enlace C-O del alcohol terciario; 650cm™
sefial débil producida por el estiramiento del hidrogeno del triple enlace del grupo
etinilo. En RMN-'H presenta una sefial simple en 2.6 ppm la cual integra para 1protén
del acetileno; una sefial triplete en 0.9 ppm que integra para los tres hidrégenos del CHs

del grupo etilo en la posicion13.

En el 5a0-GESTO las sefiales de absorcion en IR de los grupos funcionales de interés
son: 3362cm™ de intensidad media caracteristica de la vibraciéon O-H del alcohol
terciario unido al carbono 17: 3258cm™ de intensidad media debido a la vibracién C-H
del grupo etinilo del carbono 17; 1697cm™ sefial intensa que se debe al carbonilo de la
cetona; 1065cm™ de mediana intensidad debida al enlace C-O del alcohol terciario;
648cm™ sefial débil producida por el triple enlace del grupo etinilo. En RMN-'H
presenta una sefial doble de doble en 5.92 ppm que integra para un hidrégeno y con
constantes de acoplamiento J = 5.7 y 1.5 Hz; una sefial doble de dobles en 5.67 ppm
que integra para un hidrégeno y con constantes de acoplamiento J= 5.7 y 3.3 Hz.
Ambas sefiales corresponden a los hidrogenos de la doble ligadura en el anillo D; una
sefial simple en 2.64 ppm la cual integra para 1proton y se debe al hidrégeno del
acetileno; una sefial triplete en 0.89 ppm que integra para los tres hidrégenos del CHs

del grupo etilo en la posicion 13.



Posteriormente se efectud para cada uno de los compuestos a.,f3 insaturados asi como
para los compuestos 5o reducidos la adicion nucleofilica de la
carboximetilhidroxilamina con el fin de obtener las oximas correspondientes. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla (tabla 1).

Compuesto %,
Rendimiento
NET carboximetiloxima 90
LEVO carboximetiloxima 82
GESTO carboximetiloxima 75
5a-NET carboximetiloxima 83
5a-LEVO carboximetiloxima 79
50-GESTO carboximetiloxima 72
Tabla 1

Las aminas primarias, tal como la carboximetilhidroxilamina, experimentan adicion a
las cetonas para producir iminas.?” La adicién nucleofilica a la serie de compuestos con
la carboximetilamina se llevo a cabo en metanol a una temperatura de 50°C y acetato de
potasio sélido con el fin de mantener el pH de 4-5. El control de pH se realiza debido a
gue se ha encontrado que la rapidez de formacion de oximas encuentra un maximo a un
pH que depende del sustrato y que generalmente se encuentra en valores cercanos a 4.
También se ha observado que la rapidez de la reaccion disminuye en tanto el pH

aumenta o disminuye a partir de este punto.

Las iminas se generan en un proceso reversible que implica el ataque nucleofilico de la
amina sobre el grupo carbonilo, seguida por la transferencia de un proton del nitrégeno
al oxigeno para producir un aminoalcohol neutro (carbinolamina) (figura 18a). La
protonacion del oxigeno de la carbinolamina convierte al hidroxilo en un mejor grupo
saliente al generar agua y un ion iminio. La pérdida del proton del ion iminio genera el

producto final.



Se requiere &cido para protonar el intermediario carbinolamina, y por tanto convertir el
hidroxilo en un mejor grupo saliente. De este modo, la reaccidon no puede ocurrir si no
hay suficiente acido (pH alto). Por otro lado, si esta presente mucho acido (pH bajo), la
amina se protona por completo y no puede ocurrir el paso inicial de adicién nuclofilica.

Por tanto, a un pH de aproximadamente 4.5 se tiene una solucién intermedia a la
necesidad de &cido para catalizar el paso limitante de la reaccion de deshidratacion y la

necesidad de evitar la completa protonacion de la amina.
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Figura 18a

Caracterizacion de las oximas de las progestinas sintéticas

La NET-carboximetiloxima (figura 19) presenta las siguientes sefiales de absorcion en
IR son: 3325.4 cm™ de intensidad media caracteristica de la vibracién O-H del 4cido
carboxilico de la carboximetilhidroxilamina; 3258 cm™ correspondiente al hidrégeno
del grupo etinilo; 1698.9 cm™ de intensidad fuerte debido al enlace C=0 del carbonilo
de la carboximetilhidroxilamina. En RMN-"H se observa una sefial simple en 5.82 ppm
correspondiente al hidrogeno de la doble ligadura en el anillo A; en 5.3 ppm se observa
una sefial simple ancha la cual corresponde a los hidrdgenos del acido y del alcohol que
desaparece al agregar agua deuterada; en 4.5 ppm se observa una sefial simple que
integra para dos protones correspondientes al metileno derivado de la
carboximetilhidroxilamina; en 2.57 ppm se observa una sefial simple que integra para
un proton correspondiente al hidrégeno del acetileno; en 0.87 ppm se observa una sefial

simple que integra para tres protones correspondientes al grupo metilo en la posicion



13. En RMN-3C se observa una sefial en 173 ppm correspondiente al grupo carbonilo
del &cido carboxilico proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 160 ppm
corresponde al a&tomo de carbono del enlace doble C-N; las sefales en 151 y 118 ppm
corresponden a los a&tomos de carbono de la doble ligadura que se localiza en el anillo
A; la sefial en 88 ppm corresponde al carbono tetrasustituido de la triple ligadura en la
posicion 17; la sefial en 79 ppm corresponde al grupo metileno en posicion o al &cido
carboxilico y al oxigeno proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefal en 73
ppm se asigna al a&tomo de carbono 17 base de un atomo de oxigeno; la sefial en 62 ppm
corresponde al grupo C-H del acetileno; la sefial en 12 ppm se asigna al carbono del

grupo metilo en la posicion 13.

Cabe destacar que se observaron los isdmeros syn y anti sin embargo no se pudieron

separar por cromatografia.
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En el compuesto LEVO-carboximetiloxima (figura 20) las sefiales de absorcion en IR
de los grupos funcionales de interés son: 3422 cm™ de intensidad media caracteristica
de la vibracién O-H del 4cido carboxilico de la carboximetilhidroxilamina; 3260 cm™
debido al hidrégeno del grupo acetilénico; 1736 cm™ sefial intensa y se debe al enlace
C=0 del &cido; 1629 cm™ y 1098 cm™ debido al estiramiento C=N y N-O
respectivamente; 1066 cm™ de mediana intensidad debida al enlace C-O del alcohol
terciario; 657 cm™ sefial débil producida por el triple enlace del grupo etinilo. En RMN-
'H se observa una sefial simple en 5.86 ppm correspondiente al hidrégeno de la doble
ligadura en el anillo A; en 5.3 ppm se observa una sefial simple ancha la cual
corresponde a los hidrégenos del acido y el alcohol que desaparece al agregar D,0; en
4.6 ppm se observa una sefial simple que integra para dos protones correspondientes al
metileno derivado de la carboximetilhidroxilamina; en 2.59 ppm se observa una sefial
simple que integra para 1 proton correspondiente al hidrégeno del acetileno; en 0.99
ppm se observa una sefial triplete que integra para tres protones correspondientes al CHs
del grupo etilo en la posicién 13. En RMN-"C se observa una sefial en 171 ppm
correspondiente al grupo carbonilo del acido carboxilico proveniente de la
carboximetilhidroxilamina; la sefial en 162 ppm corresponde al atomo de carbono del
enlace doble C-N; las sefiales en 150 y 117 ppm corresponden a los &tomos de carbono
de la doble ligadura que se localiza en el anillo A; la sefial en 89 ppm corresponde al
carbono tetrasustituido de la triple ligadura en la posicion 17; la sefial en 77 ppm
corresponde al grupo metileno en posicién o al &cido carboxilico y al oxigeno
proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 74 ppm se asigna al atomo de
carbono 17 base de un atomo de oxigeno; la sefial en 67 ppm corresponde al grupo C-H
del acetileno; la sefial en 10 ppm se asigna al atomo de carbono del grupo metilo

correspondiente al grupo etilo en la posicion 13.



De igual manera se observaron experimentalmente los ismeros syn y anti sin embargo

no se pudieron separar por cromatografia.
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Figura 20

La GESTO-carboximetiloxima (figura 21) presenta las siguientes sefiales de absorcion
en el IR son: 3323 cm™ de intensidad fuerte correspondiente a la vibracion O-H del
4cido carboxilico; 3264 cm™ debido a la interaccion del grupo acetilénico; 1711 cm™ de
intensidad fuerte que corresponde a la vibracion del C-O del grupo carbonilo; 679 y
1634 cm™ debido al estiramiento C=N y N-O respectivamente. En RMN-'H se observa
una sefial simple ancha en 7.1 ppm correspondientes a los hidrogenos del acido y del
alcohol; una sefial doble de doble en 5.94 ppm que integra para un hidrégeno y con
constantes de acoplamiento J = 5.7 y 1.7 Hz; una sefial simple en 5.88 ppm que integra
para un hidrégeno correspondiente a la doble ligadura del anillo A; una sefial doble de
dobles en 5.71 ppm que integra para un hidrogeno y con constantes de acoplamiento J=
5.7y 3.6 Hz; las sefales en 5.94 y 5.71 ppm corresponden a los hidrégenos de la doble

ligadura en el anillo D; una sefial simple en 4.62 ppm correspondiente al grupo metileno



del derivado carboximetilhidroxilamina; una sefial simple en 2.64 ppm la cual integra
para 1H y se debe al hidrégeno del acetileno; una sefial triple en 0.86 ppm que integra
para los tres hidrogenos del CH3 del grupo etilo en la posicién 13. En RMN-3C se
observa una sefial en 174 ppm correspondiente al grupo carbonilo del &cido carboxilico
proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 160 ppm corresponde al &tomo
de carbono del enlace doble C-N; las sefiales en 152 y 117 ppm corresponden a los
atomos de carbono de la doble ligadura que se localiza en el anillo A; las sefiales en 135
y 131 ppm se asignan a los &tomos de carbono del doble enlace en el anillo D; la sefial
en 83 ppm corresponde al carbono tetrasustituido de la triple ligadura en la posicién 17;
la sefial en 81 ppm corresponde al grupo metileno en posicion o al cido carboxilico y
al oxigeno proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 75 ppm se asigna al
atomo de carbono 17 base de un &tomo de oxigeno; la sefial en 69 ppm corresponde al
grupo C-H del acetileno; la sefial en 11 ppm se asigna al carbono del grupo metilo en la

posicion 13.

De igual manera se observaron experimentalmente los isomeros syn y anti sin embargo

no se pudieron separar por cromatografia la mezcla de ellos.
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Caracterizacion de las oximas de los 5a derivados de las progestinas sintéticas

Las sefiales que presentan los espectros de IR de los compuestos 5a-reducidos son
practicamente iguales que la de los compuestos no reducidos, por lo que se obviaran
estas sefiales en esta discusion aparte. La diferencia primordial de estos compuestos se
observan en los espectros de *H-RMN los cuales se describen a continuacion:

El espectro de RMN-'H de la 5a-NET carboximetiloxima (figura 22) presenta las
siguientes seriales: se observa en 6.4 ppm se observa una sefial ancha la cual
corresponde a los hidrogenos del acido y el alcohol; en 4.6 ppm se observa una sefial
simple que integra para dos protones correspondientes al metileno del derivado
carboximetilhidroxilamina; en 2.6 ppm se observa una sefial simple que integra para un
proton correspondiente al hidrogeno del acetileno; en 0.83 ppm se observa una sefial

simple que integra para tres protones correspondientes al grupo metilo en la posicion



13. En RMN-3C se observa una sefial en 172 ppm correspondiente al grupo carbonilo
del &cido carboxilico proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 160 ppm
corresponde al &tomo de carbono del enlace doble C-N; la sefial en 88 ppm corresponde
al carbono tetrasustituido de la triple ligadura en la posicion 17; la sefial en 83 ppm
corresponde al grupo metileno en posicion o al acido carboxilico y al oxigeno
proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 72 ppm se asigna al atomo de
carbono 17 base de un atomo de oxigeno; la sefial en 69 ppm corresponde al grupo C-H

del acetileno; la sefial en 12 ppm se asigna al atomo de carbono del grupo metilo en la

posicion 13.
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La 5a-LEVO carboximetiloxima (figura 23) presenta las siguientes sefiales: se observa
en 6.5 ppm una sefial simple ancha la cual corresponde a los hidrégenos del acido y el
alcohol; en 4.55 ppm se observa una sefial simple que integra para dos protones
correspondientes al metileno del derivado carboximetilhidroxilamina; en 2.55 ppm se
observa una sefial simple que integra para lproton correspondiente al hidrégeno del

acetileno; en 1.02 ppm se observa una sefial triplete que integra para tres protones



correspondientes al CH3 del grupo etilo en la posicién 13. En RMN-'3C se observa una
sefial en 174 ppm correspondiente al grupo carbonilo del acido carboxilico proveniente
de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 162 ppm corresponde al atomo de carbono
del enlace doble C-N; la sefial en 88 ppm corresponde al carbono tetrasustituido de la
triple ligadura en la posicion 17; la sefial en 81 ppm corresponde al grupo metileno en
posicion o al A&cido carboxilico y al oxigeno proveniente de la
carboximetilhidroxilamina; la sefial en 74 ppm se asigna al atomo de carbono 17 base
de un atomo de oxigeno; la sefial en 69 ppm corresponde al grupo C-H del acetileno; la
sefial en 9 ppm se asigna al atomo de carbono del grupo metilo correspondiente al

grupo etilo en la posicion 13.
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La 5a-GESTO carboximetiloxima (figura 24) presenta las siguientes sefiales: una sefial
ancha en 6.9 ppm correspondientes a los hidrogenos del acido y del alcohol; una sefal
doble de doble en 5.83 ppm con constantes de acoplamiento J = 5.6 y 1.6 Hz que integra
para un proton; una sefial doble de dobles en 5.68 ppm con constantes de acoplamiento

J=5.7 y 3.2 Hz; ambas sefiales corresponden a los hidrogenos de la doble ligadura en el



anillo D; una sefal simple en 4.52 ppm correspondiente al grupo metileno del derivado
carboximetilhidroxilamina; una sefial simple en 2.55 ppm la cual integra para 1 protdn
y se debe al hidrdgeno del acetileno; una sefial triplete en 0.85 ppm que integra para los
tres hidrégenos del CHs del grupo etilo en la posicién 13. En RMN-"3C se observa una
sefial en 173 ppm correspondiente al grupo carbonilo del acido carboxilico proveniente
de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 160 ppm corresponde al atomo de carbono
del enlace doble C-N; las sefiales en 145 y 133 ppm corresponden a los atomos de
carbono de la doble ligadura que se localiza en el anillo D; la sefial en 87 ppm
corresponde al carbono tetrasustituido de la triple ligadura en la posicién 17; la sefial en
80 ppm corresponde al grupo metileno en posicion o al acido carboxilico y al oxigeno
proveniente de la carboximetilhidroxilamina; la sefial en 77 ppm se asigna al atomo de
carbono 17 base de un atomo de oxigeno; la sefial en 68 ppm corresponde al grupo C-H
del acetileno; la sefial en 9 ppm se asigna al atomo de carbono del grupo metilo

correspondiente al grupo etilo en la posicion 13.
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las carboximetiloximas de los 3 compuestos 5a reducidos se

Cabe destacar que
presenta lo que se podria considerar como el isbmero syn, pero en este caso no se pudo

observar por espectroscopia de RMN. La separacion de los isomeros no se llevo a cabo

porgue se encuentran en equilibrio.



Los reactivos y disolventes grado analitico que se emplearon para este trabajo fueron
Aldrich® y Baker® respectivamente. La noretiniltestosterona, levonogestrel y
gestodeno se obtuvieron de los laboratorios Schering S.A de C.V. con un grado de

pureza superior al 98%.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron determinados en pastilla de KBr,
espectrofotobmetro FTIR Perkin-Elmer 1650. Los espectros de resonancia magnética
nuclear de *H y 13C se efectuaron en un espectrémetro Varian Unity Inova de 300 MHz,
para hidrogeno y 75 MHz para carbono utilizando cloroformo deuterado como
disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos
quimicos estan descritos en partes por millon en unidades & respecto a la referencia

interna y las constantes de acoplamiento se reportan en Hertz (Hz)

Las columnas cromatograficas “flash” o relampago fueron efectuadas con silica gel
Merck malla 230-400. El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos
obtenidos fueron seguidos via cromatografia en capa fina (ccf) a través de placas de
vidrio con silica gel 60 Fs4, con excepcion de la reaccion de Birch. Como reveladores
se emplearon una lampara de luz ultravioleta y una solucién al 2% de sulfato cérico en

acido sulfurico.

Los puntos de fusion fueron obtenidos en un aparato de Fisher — Jones y no estan

corregidos.

Procedimiento de reduccion de cetonas a,B-insaturadas



Para condensar el amoniaco se utilizé un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500
mL y una trampa con una mezcla hielo seco - acetona adaptada a la boca central del
matraz, las dos bocas restantes fueron cerradas mediante tapones tipo septum. Se hizo
pasar un flujo de amoniaco a través de la trampa y en la oliva superior se colocé una

trampa para humedad.

Un equivalente del esteroide o, p-insaturado disuelto en THF se agregd a un matraz bola
con una mezcla amoniaco — THF 10:1 en un bafio de hielo seco — acetona. Se agregaron
2.1 equivalentes de litio a la mezcla en agitacion durante 15 minutos. Terminado el
tiempo de reaccion, identificado por la pérdida del color azul de la solucién, se agregé
cloruro de amonio sélido y se evaporo la mezcla de disolventes para, posteriormente,
agregar agua y extraer con acetato de etilo. La fase organica se lavé con una solucién
saturada de cloruro de sodio hasta pH neutro, se seco con sulfato de sodio anhidro y se
evaporé a sequedad. A la mezcla resultante se le purificd mediante cromatografia flash
utilizando como eluyente una mezcla hexano — acetato de etilo 80:20 en polaridad
creciente recolectando fracciones de 25 mL las cuales fueron monitoreadas mediante

cromatografia en capa fina.

17a-etinil-17B-hidroxi-5a-19-norandrostanona (5a-NET):
El punto de fusidn que se determiné fue de 135-137°C.
IR (KBr, cm™): 3000-2800, 1715, 1045.

RMN-H! (CDCls) & ppm: 2.6 (s, 1H), 0.8 (5,3H).



13B—etil-17a-etinil-17B-hidroxi -5a-18,19-dinorandrostan-3-ona
(5a-LEVO):

El punto de fusion que se determiné fue de 211-216°C

IR (KBr,cm™): 3260, 1700, 1070, 650.

RMN-H? (CDCl3) & ppm: 2.6 (s, 1H), 0.9 (t, 3H).

13p—etil-17a-etinil-17B-hidroxi -5a-18,19-dinorandrost-15,16-dien-3-ona
(5a-GESTO):

El punto de fusion que se determind fue de 165-167°C

IR (KBr,cm™): 3258, 1697, 1065, 648.

RMN-H! (CDCl3) & ppm: 5.97 (dd, J=5.7, 1.5,1H); 5.66 (dd, 1H, J=5.7, 3.3,1H); 2.64

(s, 1H), 0.89 (t, 3H).

Procedimiento General para la obtencion de oximas.

Un equivalente del esteroide se disolvié en metanol grado analitico a temperatura
ambiente ajustando el pH, aproximadamente, a 4 — 5 utilizando acetato de potasio. Se
agrego un exceso (2 equivalentes) del clorhidrato de la carboximetilhidroxilamina y se
calentd la mezcla hasta temperatura de reflujo durante 24 horas siguiendo el progreso de

la reaccion mediante cromatografia en capa fina.

Una vez terminado el tiempo de reaccidn, se evapord el disolvente a presion reducida
para, posteriormente, adicionar HCI al 10% vy extraer con acetato de etilo. A la fase

orgénica se le sometid a lavados consecutivos con una solucion saturada de cloruro de



sodio hasta pH neutro, se secd agregando sulfato de sodio anhidro y se evapord el

disolvente a presion reducida hasta sequedad.

A la mezcla resultante se le sometié a cromatografia flash utilizando silica gel 230 —
400. La mezcla de reaccion fue soportada en cloruro de sodio y se eluy6 con una mezcla
de hexano - acetato de etilo 1:1 en polaridad creciente recolectando fracciones de 20
mL. Posteriormente a la mezcla de elucién se le afiadié 0.5 mL de acido acético glacial
recolectando, en promedio, 25 fracciones las cuales fueron seguidas mediante
cromatografia en capa fina. Aquellas fracciones que mostraron un solo producto se
reunieron en un matraz bola y se evaporo el disolvente a presién reducida obteniendo

asi un solido blanco el cual fue secado por completo al vacio.

NET-carboximetiloxima:

IR (KBr, cm™): 3325, 1698

RMN-'H (CDCls) & ppm: 5.82 (s, 1H); 5.3 (m); 4.5 (s, 2H); 2.57 (s, 1H); 0.87 (s,3H).
RMN-'C (CDCls) & ppm: 173, 160, 151, 118, 88, 79, 73, 69, 48, 12

MS (IE+, m/z): 371, 296

LEVO- carboximetiloxima:

IR (KBr, cm™): 3422, 1736, 1066, 657

RMN-'H (CDCls) & ppm: 5.86 (s, 1H); 5.3 (m); 4.6 (s, 2H); 2.59 (s, 1H); 0.99 (t, 3H)
RMN-C (CDCls) & ppm: 171, 162, 150, 117, 89, 77, 74, 67, 50, 10

MS (IE+, m/z): 385, 310

GESTO- carboximetiloxima:



IR (KBr, cm™): 3323, 1711, 679, 1634

RMN-'H (CDCls) 8 ppm: 7.1 (m); 5.94 (dd, J=5.7, 1.7 1H); 5.88 (s, 1H); 5.71 (dd,
J=5.7,3.6 1H); 4.62 (s, 2H); 2.64 (s, 1H); 0.86 (t, 3H)

RMN-'3C (CDCls) & ppm: 174, 160, 152, 135, 131, 117, 111, 83, 81, 75, 69, 56, 11

MS (IE+, m/z): 383, 357, 308

5a NET- carboximetiloxima:

IR (KBr, cm™): 3394, 2924, 1718, 1357, 1087.

RMN-'H (CDCls) & ppm: 6.4 (m); 4.6 (s, 2H); 2.6 (s, 1H); 0.83 (s, 3H)
RMN-C (CDCls) & ppm: 172, 160, 88, 83, 72, 69, 12

MS (IE+, m/z): 373, 298

5a LEVO- carboximetiloxima:

IR (KBr, cm™): 3422.03, 1736.07, 1066.6, 657.25

RMN-'H (CDCl3) & ppm: 6.5 (m); 4.55 (s, 2H); 2.55 (s, 1H), 1.02 (t, 3H).
RMN-3C (CDCls) & ppm: 174, 162, 88, 81, 74, 69, 21, 9.

MS (IE+, m/z): 387,312

5a GESTO- carboximetiloxima:
IR (KBr, cm'l): 3323.36,1711.71, 679.98, 1634
RMN-H (CDCl3) & ppm: 6.9 (m); 5.83 (dd, J=5.6, 1.6 1H); 5.68 (dd, J=5.7, 3.2 1H);

4.52 (s, 2H), 2.55 (s, 1H); 0.85 (t, 3H).



RMN-3C (CDCls) & ppm: 173, 160, 145, 133, 87, 80, 77, 68, 22, 9

MS (IE+, m/z): 385,310



CONCLUSIONES

Al término de este trabajo se pueden sacar las siguientes conclusiones:

e Lareaccion de la Noretiniltestosterona, el Levonogestrel y el Gestodeno para
obtener los correspondientes compuestos 5a reducidos por medio de la reaccion
de Birch fue exitosa aunque con rendimientos moderados.

e Laobtencion de los andlogos 5o reducidos de estos compuestos esteroidales
utilizando la mencionada reaccion de Birch proporciona un método sencillo y
rapido para obtenerlos. Se debe ser cuidadoso con la presencia de otros grupos
funcionales susceptibles de reduccién.

e La obtencidn de las oximas derivadas de la carboximetilhidroxilamina y los
correspondientes esteroides se llevo a cabo con rendimientos moderados.

¢ No se observo alguna diferencia significativa en la obtencién de las
correspondientes oximas entre los esteroides y sus analogos 5a reducidos.

e EIl pH es un factor fundamental para la obtencion de las oximas. Al variar el pH
por debajo de 4 o por encima de 5, los rendimientos de la reaccidn se ven

afectados de manera significativa.
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