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INTRODUCCION

Las hormonas son moléculas biolégicamente activas que son liberadas en el
torrente sanguineo, el cual a su vez las transporta hacia su célula blanco o diana, y

esta a su vez contiene el receptor especifico para dicha hormona.?

Los 6rganos que producen dichas hormonas son parte del sistema enddécrino (la
glandula pituitaria, el hipotalamo, el timo, la tiroides, la corteza adrenal, los testiculos
y los ovarios) aunque tengan otra funcién adicional (corazon, higado, tejido adiposo

y rilones).
Las hormonas se pueden clasificar de acuerdo con su estructura quimica en:

e Aminas: Derivadas de los aminoacidos tirosina y triptéfano. Por ejemplo, la
adrenalina o epinefrina es una hormona relacionada con la respuesta del
organismo ante situaciones de alto estrés, (incremento del flujo sanguineo,
hacia los mdusculos, ritmo cardiaco, nivel de glucosa en sangre, etc.).

También es un neurotransmisor del sistema nervioso.

OH
HO N

HO

Figura 1. Estructura de la adrenalina

e Polipéptidos y proteinas: Los polipéptidos son cadenas que contienen
menos de 100 aminoacidos, mientras que las proteinas contienen mas de
100. Por ejemplo, una de las hormonas méas conocidas es la insulina. Cuando
la concentracion de glucosa en sangre es alta, células especializadas en el
pancreas, los islotes de Langerhans secretan insulina que estimula la sintesis
de glucégeno e inhibe su degradacion en el higado y musculos, lo cual

permite disminuir los niveles de glucosa en la sangre.?



Figura 2. Estructura del hexamero de insulina®

e Glucoproteinas: Consisten en una proteina unida a uno o0 varios
carbohidratos. Los ejemplos mas relevantes son la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), que son responsables del

desarrollo de las gbnadas en ambos sexos.

Figura 3. Estructura de la hormona FSH*

e Esteroides: Son lipidos derivados del colesterol, los cuales incluyen a las
hormonas testosterona, progesterona, aldosterona, cortisol y estradiol. El
cortisol es la hormona predominante en humanos de un grupo de hormonas
llamados glucocorticoides. Sus efectos sobre el metabolismo son: estimular
la gluconeogénesis, inhibir el uso de la glucosa para incrementar su nivel en

sangre y estimular la lipdlisis.



Figura 4. Estructura del cortisol

Las hormonas esteroideas son secretadas Unicamente por dos glandulas del
sistema enddcrino: la corteza adrenal y las génadas. Las gonadas secretan las
hormonas sexuales, mientras que la corteza adrenal secreta corticosteroides

(derivados del cortisol) y una pequefia cantidad de las hormonas sexuales.

En los seres vivos, el colesterol es el precursor de las hormonas esteroideas y se
biosintetiza a partir del escualeno, mediante un proceso de ciclacion que comprende

varios pasos:

1) Laformacion de cuatro anillos.

2) El desplazamiento de grupos metilo.

3) La saturacion de las dobles ligaduras, se forma el lanosterol

4) El lanosterol pierde tres grupos metilo, los cuales se eliminan como COa.
5) La saturacion del doble enlace en la cadena lateral.

6) Finalmente con el desplazamiento del doble enlace en la posicién 8,9 a la

posicién 5,6 se forma el colesterol, esquema 1.°
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Esquema 1. Biosintesis del colesterol

Las hormonas esteroideas o estrégenos regulan varios procesos fisioldgicos como
el crecimiento, la reproduccién, el desarrollo y la diferenciaciéon celular. Su estructura
quimica base se deriva del ciclopentanoperhidrofenantreno que tiene 4 anillos
denominados A, B, C y D. La convencion utilizada para designar la posicion de

sustituyentes en los anillos se presenta a continuacion.



Figura 5. Numeracion del ciclopentanoperhidrofenantreno

Los principales estrégenos que circulan en el cuerpo humano son el 17-B-estradiol
y la estrona, asi como el 16a-hidroxiestradiol, el cual también se conoce como
estriol, Figura 6. El estradiol es el estrégeno mas activo; este se produce en las
células foliculares de los ovarios, reguladas por la hormona foliculo estimulante
(FHS). En los hombres y mujeres postmenopausicas, la principal fuente de estradiol
es la conversion local de testosterona y androstendiona en estradiol por la enzima
aromatasa del citocromo P450.°

La estrona se transforma reversiblemente en estradiol por la accion de la enzima
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; el estriol es el estrégeno predominante en las
mujeres embarazadas y es el que se encuentra en mayor cantidad en la orina de

todas las mujeres.

HsC OH
8 HC HyC OH

~1OH

HO HO HO

Estradiol Estrona Estriol

Figura 6. Estructuras de los principales estrégenos.

Los estrogenos promueven su actividad fisiolégica después de unirse a sus
receptores estrogénicos (ER), de los cuales hay dos subtipos: a y B. Los receptores
ERa se expresan principalmente en el hueso, érganos reproductivos, rifiones,
higado y tejido adiposo blanco; mientras que el receptor ERB se expresan en la

préstata, ovarios, vejiga, Gtero y sistema nervioso central.’



Estos receptores pertenecen a la familia de receptores nucleares activados por
ligando. La actividad bioldgica de los estrégenos se presenta cuando el ligando se
une a su receptor para formar un complejo receptor-ligando que a su vez forma un
homodimero con otro complejo receptor-ligando; posteriormente este activa la
transcripcion de ciertos genes que contienen los elementos de respuesta del
estrogeno.®
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Esquema 2. Mecanismo de accién simplificado de hormonas esteroideas,
adaptado de Fox®
Los estrégenos también pueden ejercer sus efectos por una via de sefializacion no
genomica a traves de receptores de membrana, que estan regulados por moléculas
de sefializacion como proteinas quinasas activadas por mitogeno (MAPK) vy

proteinas quinasas Ay C.

El estradiol es removido del torrente sanguineo por inactivacion metabdlica

mediante biotransformaciones. Dichas conversiones de estradiol en metabolitos



inactivos ocurren principalmente en el higado, pero también se llevan a cabo en

otros érganos como (tero, senos, placenta, oviductos y cerebro.©

Tanto el estradiol como la estrona son metabolizados por 3 vias competitivas que
involucran una hidroxilacién reductiva, catalizada por enzimas del citocromo P450
dependientes de NADPH: CYP1Al, CYP1Bl1y CYP1A2.
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Esquema 3. Metabolismo de hormonas, adaptado de Samavat® y colaboradores

Dichas hidroxilaciones ocurren en las posiciones C2, C4 y C16 que convierten a la
estrona y al estradiol en estrogenos tipo catecol (2-hidroxiestrona, 4-hidroxiestrona,
2-hidroxiestradiol y 4-hidroxiestradiol) ademas de la 16a-hidroxiestrona. El 16a-

hidroxiestradiol, como ya se dijo antes es un caso especial ya que se trata del estriol.

Posteriormente, la ruta metabdlica continda con la metilacion para formar metoxi-
estrogenos por la enzima catecol-O-metil transferasa (COMT). Ademas de la
metilacion, los estrogenos y sus derivados hidroxilados también pueden sufrir
conjugacion con el &cido glucuroénico y sulfato, por medio de enzimas hepaticas fase

Il que incluyen UDP-glucuronosil transferasas y sulfatotransferasas.



Finalmente, las hormonas que siguen la ruta metabdlica de conjugacion se vuelven
solubles en agua para ser excretadas en orina o heces, como se muestra en el
ejemplo 1 de la figura 7, mientras que aquellas que contintan en la ruta metabdlica
de metilacion se vuelven unidades mas lipofilicas que tienen elevados tiempos de

vida media, como se muestra en el ejemplo 2 de la misma figura.

Ejemplo 1 Ejemplo 2
HsC OH o HsC OH

HO

.0 HO o.__0O
HyC HO

HO
HO HO
2-metoxiestradiol 2-glucorénidoestradiol

Figura 7. Ejemplos de productos finales del metabolismo de estradiol

Estos metabolitos han demostrado tener una potencia hormonal reducida cuando
se comparan con el estradiol, tanto si se refiere a actividad no estrogénica como
anti estrogénica. A continuacion, se describen brevemente algunos de los efectos

reportados.

16a-Hidroxiestrona

HO

Figura 8. 16a-hidroxiestrona
Las cantidades relativas de 16a-hidroxiestrona y estriol excretadas en la orina son
aproximadamente iguales, lo que sugiere que ambos son productos terminales del
metabolismo humano de estrégenos?. Su actividad estrogénica, se determina con
base en el incremento de peso del Gtero de ratas ovariectomizadas, siendo la de la

16a-hidroxiestrona mas potente que la del propio estradiol.!?

Estudios de metabolismo de estrogenos en ratones mostraron que, en aquellos
especimenes con un alto riesgo de carcinoma mamario, la hidroxilacién en la

posicién 16 se incrementd notablemente comparados con ratones que tenian un



riesgo bajo de desarrollar carcinoma mamario.'® Notablemente, en este mismo
estudio la hidroxilacién en posicion 2 no mostro diferencia alguna entre individuos
de bajo o alto riesgo.

Estriol (16a-hidroxiestradiol)

OH

HO

Figura 9. Estriol

Como ya se habia mencionado, el estriol es el otro producto final del metabolismo
de estradiol. A diferencia de la 16a-hidroxiestrona, su efecto estrogénico es bajo
comparado con el del estradiol. Se ha determinado que este bajo efecto es debido

a la baja vida media de unién al receptor estrogénico4.

Se ha comprobado que los estrégenos en altas concentraciones farmacologicas
poseen actividad inhibitoria tumoral. Un estudio in vitro en un receptor de estrogenos
positivo y otro receptor de estrégenos negativos de células de cancer de seno,
usando altas dosis de estrogenos, revelaron que poseen actividad antiproliferativa

tanto el estradiol, como el estriol.1®

4-hidroxiestronay 4-hidroxiestradiol

HO HO
OH OH

Figura 10. 4-hidroxiestrona y 4-hidroxiestradiol

Ambos metabolitos se han detectado en bajas concentraciones en la sangre

humana y conservan la actividad estrogénica.®
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En modelos tumorales con roedores, se lograron inducir efectos carcinogénicos con
estos dos compuestos. Esto se puede explicar debido a que los 4-hidroxi estrogenos
son relativamente inestables, ya que se pueden transformar, pasando por la
formacién de semiquinonas, a quinonas que son altamente reactivas. Estas, por
medio de ciclos redox pueden inducir la formacién de radicales libres de oxigeno,

los cuales, es bien sabido que tienen efectos nocivos sobre el ADN.Y’

2-hidroxiestrona

HO

HO

Figura 11. 2-Hidroxiestrona

Los productos de hidroxilacién en la posicion 2 son los productos mayoritarios del
metabolismo, comparados con los productos obtenidos al llevarse a cabo la
hidroxilacion en las posiciones 4 y 16. La 2-hidroxiestrona es metabolizada mas
rapido que otros estrogenos en la sangre.*®

La actividad biologica de las formas metilada y no metilada ejercen su efecto
antiproliferativo en zonas distintas: la 2-hidroxiestrona inhibe una linea celular de
cancer de seno® mientras que la 2-metoxiestrona lo hace en células vasculares

endoteliales?0.

2-hidroxiestradiol

OH

HO

HO

Figura 12. 2-hidroxiestradiol

Al igual que la 2-hidroxiestrona, el 2-hidroxiestradiol posee una muy baja afinidad

por el receptor de estrégenos (ER). La potencia hormonal de estos metabolitos

11



comparados con el estradiol es reducida, y posee actividad no estrogénica y

antiestrégenica.?*

No presenta actividad cancerigena ya que tienen un alto grado de eliminacion, es

decir, el cuerpo elimina de manera significativa este estrogeno del cuerpo a través

de un indice mas rapido de O-metilacion por la enzima COMT y la antes mencionada

potencia estrogénica reducida.??

2-metoxiestradiol

OH

HO

Figura 13. 2-metoxiestradiol

La forma metilada del 2-hidroxiestradiol, tiene una variedad de efectos

documentados mas ampliamentel0.20.23.24

Actividad anti proliferativa: En la mayor parte de las células tratadas con 2-
metoxiestradiol, los resultados mostraron detencion del ciclo celular en el punto

G1 como resultado de la inhibicién de la sintesis de ADN.

En las demas células, la detencion del ciclo celular en el punto G2/M fue causado
debido a que el 2-metoxiestradiol actia sobre la formacién de microtubulos por
interacciodn directa con la proteina de tubulina durante las fases de nucleacién y

propagacion.

Actividad apoptotica: En células endoteliales de aorta pulmonar bovina, se
observé la induccion de apoptosis por la activacion de quinasas (JNK) y un

incremento en la expresion de varios receptores (Fas y Bcl-2).

En células tumorales de la prostata es por una via de quinasas p38 dependiente

de mitdgeno.

12



En células leucémicas es por medio de una via independiente del gen p53,
posiblemente por inhibicién de la enzima superoxido dismutasa, lo cual genera

estrés oxidativo.

En células carcinogénicas mas grandes, la via apoptotica es dependiente del

gen p53.

Cabe hacer notar que la actividad apoptética del 2-metoxiestradiol no ocurre en
células mamarias epiteliales normales o células endoteliales inactivas,

solamente en células tumorales y células endoteliales activas.

Actividad anti angiogénica: ha sido verificada in vivo por administracion oral de
este en ratones. Se observé que esta suprimié el crecimiento de tumores e

inhibié la neovascularizacion.

Como se puede ver, los metabolitos derivados de estrogenos pueden tener una

variedad de efectos en el cuerpo humano, independientes de los estrogenos mas

abundantes (estradiol y estrona) por lo que es necesario profundizar en su estudio.

13



ANTECEDENTES

Debido a la baja cantidad de esteroides presentes en los organismos vivos y a la
relativa dificultad que presenta el aislar e identificar dichos esteroides para estudios
mas exhaustivos de su actividad biolégica, se propone una ruta sintética para
obtener dichos compuestos en cantidades que permitan llevar a cabo dichos
estudios. A continuacion, se presentan algunas de las reacciones necesarias para

llevar a cabo su sintesis.

REACCION DE PROTECCION DE GRUPO FENOL

El grupo protector de uso mas comun para los fenoles son los éteres de alcoholes
sencillos, que ademas tienen la ventaja de ser removidos con facilidad. Los ésteres
también son grupos protectores utilizados, pero su uso esta severamente limitado
debido a su inestabilidad relativa frente a la hidrélisis por acidos o bases.?®

Por las condiciones necesarias para llevar a cabo la remocién del grupo con relativa
facilidad en una reaccion posterior, por medio de una ruptura con catalisis acida, el
anico grupo protector que se considero utilizar en este trabajo fue un éter metilico.

e Reaccion de proteccién con grupo metilo?6:27:28

H3C,
OH CIIH3 @] §H3
Me,S0O,4 ©
BuyNBr, DMSO-H,0
80°C, 9h

Esquema 4. Metilacion con sulfato de dimetilo

Cl (OCHs),CO, BugNCl CID
HO 94-98°C, 8h HCsg

Esquema 5. Metilacion con carbonato de metilo

14



CHjl, Nal
_—

K,COg, DMF
75°C, 24h

O.
CHj

Esquema 6. Metilacion con yoduro de metilo

Debido a que el yoduro de metilo es mas sencillo de manipular y ya se encontraba

purificado en el laboratorio se decidié probar este método.
REACCION DE DESPROTECCION

Usualmente se requieren condiciones drasticas acidas o basicas fuertes, metales
alcalinos y agentes oxidantes o reductores fuertes que frecuentemente producen
reacciones secundarias indeseables o rendimientos de reaccién bajos.

A continuacion, se presentan algunos ejemplos que emplean condiciones menos

drasticas:

CH3

I
/©/o CeHsl (5 eq) /©/OH
HO DMF, reflujo, 3h HO

atmosfera de argon

Esquema 7. Desproteccidn por un yodoalcano

Cabe hacer notar que el rendimiento de esta reaccion depende en gran medida del
disolvente utilizado, ya que la basicidad del disolvente debe de ser la adecuada para
facilitar la generacion del &cido yodhidrico a partir del derivado halogenado, aunque

la suficiente para neutralizar el &cido generado.?®
1) BF3 Et,0 (2 equiv.)

o. iv. OH
(o}
HaC CH3CN, 25 °C HaC

2) NaHCO,

Esquema 8. Ruptura empleando Nal en presencia de BFs

15



Para este método de desproteccion, la reactividad observada, considerando los
tiempos de reaccion y rendimientos, es la siguiente: carbono 3° > 2° > 1°,

aromatico.30

REACCION DE HALOGENACION (SeAr)
En este tipo de reacciones, el principal reto es obtener el producto monohalogenado,
o bien, si se llegan a formar varios productos, que estos se puedan separar de

manera facil y rapida3'-32.

CHg CHg CHg CHj
H3C Br, HsC H3C\©Br HsC Br
+ +
OH  CHyCl, 0° 1h OH OH OH
Br Br
90% 10%

Esquema 9. Bromacion con Br2 molecular

CHs CHg CHs CHs
H3C NBS H3C Br H3C H3C

DMF, OOC, 20 min H3C OH

HaC OH  HiC

0 Br Br
95% 5%

HaC OH

Esquema 10. Bromacion con NBS

Si bien ambas reacciones tienen rendimientos similares con condiciones similares
incluidos los sustratos, la reaccion con NBS tiene una clara ventaja en este caso
sobre la que usa bromo elemental, ya que la reaccién es mas rapida y la separacion
de los productos es mas facil en esta, ya que el subproducto, la succinimida, se
elimina con facilidad a través de lavados acuosos de los cristales de producto

obtenidos.33
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REACCION DE FORMACION DE ENLACE ETER ARILO-ARILO

La actividad catalitica del cobre para reacciones de acoplamiento fue reportada por

Fritz Ullmann en 1901.34

O5N
@Br + Cu 210-220 °C
- *+ CuBr
NO, polvo (o
2

Esquema 11. Reaccion original de Ulimann

Entre las reacciones de acoplamiento empleando cobre como catalizador, se
encontré que varios haluros de arilo reaccionaron con aminas para formar diaril
aminas (esquema 12),%% asi como con fenoles para formar éteres diarilo (esquema

13).36

J@ Nj@
reflujo
HzN polvo ©/

Esquema 12. Reaccion de Ullmann para formar diaril aminas

OH Br
KOH 210-230 °C e}
QT OO
polvo

Esquema 13. Reaccion de Ullmann para formar diaril éteres

Posteriormente Irma Goldberg public6 sus propios resultados de manera

independiente usando cantidades cataliticas de cobre.3’

17



CO,H
K,CO3, Ph-NO,

CO,H  pBr
E:E + \© + Cu catalitico reflujo = ©/
NH,

Esquema 14. Reaccion original de Goldberg

ZTI

Sin embargo, debido a la necesidad de utilizar altas temperaturas que eran
incompatibles con muchos reactivos, asi como tiempos de reaccion largos y el
empleo de cantidades estequiométricas de cobre, la reaccion tenia poca utilidad en
sintesis orgéanica.

El grupo de Migita reporto la reaccion de bromuros de arilo con reactivos de estafio

en presencia de un complejo de paladio/fosfina para formar aril aminas.3®

Bu BT bdCly((o-toluil)sP), NEt,
Bu-Sn-NEt, + > + n-BuzSnBr
! Tolueno

Bu

Esquema 15. Reaccion reportada por Migita

Esta reaccién, a diferencia de la de Ulmann, no requiere altas temperaturas y se
pueden utilizar cantidades cataliticas de los complejos de paladio.
Desafortunadamente, debido a la toxicidad de los reactivos de estafio, esta reaccion
no tuvo gran impacto.

El grupo de Biichwald y Hartwig logré eliminar el uso de los reactivos de estafio,
gue eran esenciales en el paso de transmetalacion, mediante el uso apropiado de

una base3°.

PdC'z(O-tO|y|P3)2 |
I X Ry (cat 2 % mol) XX R,
R—L + H-N » g1l
R, NaO-C(CH3)3

Tolueno, calor

Esquema 16. Reaccion reportada por Blchwald y Hartwig
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Naturalmente esta reaccion se puede aplicar a la formacién de éteres diarilo
simplemente remplazando las aminas por fenoles y usando la base adecuada.

Compuestos como Pd (PPhs)s, Pd (II)/PPhs (exceso) y complejos con arilfosfinas
son los catalizadores de uso mas comun, para las reacciones de acoplamiento ya

gue estos ligandos han sido capaces de estabilizar a la especie Pd (0).

El problema de utilizar fosfinas como ligandos es su sensibilidad al oxigeno y la
humedad, por lo que se pueden oxidar, y esta reaccion es una gran limitante para

su aplicacion a escala industrial.

Los ligandos que se emplean en esta reaccion deben de cumplir dos requisitos:
1) Estos no deben de formar enlaces muy fuertes con Pd (0) ya que el ciclo catalitico
se bloquea disminuyendo eventualmente la actividad catalitica
2) Si los enlaces del ligando con el Pd (0) son muy débiles, el complejo se vuelve
inestable y se descompone para dar “paladio negro”, que es cataliticamente inactivo
para esta reaccion.
A continuacién, se muestran algunos ejemplos de sistemas cataliticos que tratan de
superar las desventajas que presentan las fosfinas convencionales:

1) Derivados de fosfina voluminosos#°

Pd(dba)2 2% mol

L (6%mol) NaOtBu (2 eq) Ri
7 X R4 Tolueno 100°C o N-
R-L + H-N >~ | Rz
Z R R
2
X=Cl

L= Co \O

Diciclohexil 4-metil-1,3-dioxaloano fenil fosfina

Esquema 17. Ejemplo de derivados de fosfina con sustituyentes voluminosos
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2) Derivados azufrados de fosfinas*

[Pd(pp3S4)(dba)] Tmol% O-r
+ R-OH >
Cs,C0O3(2mol%), Isopropanol

11
P.
P—"x
S
pPsSs= [ \—R,
Pxg s

Tetrasulfuro de tris [2- (difenil fosfin) etil] fosfina

Esquema 18. Ejemplo de derivado de fosfina con azufre
3) Complejos con carbenos N-heterociclicos*?

Cl NH,
\© © [PACI,L1L?] 2mol%
+ >
C32CO3 @

DME 80°C 24 h

ZT

MezN NM62

N UNC
Dipp (I: Dipp
Cl—Pd-ClI
[PACI,L1L2] = N Dipp= -
e
|
L,
Diisopropil fenilo

Esquema 19. Ejemplo de derivado de fosfina con ligando carbeno N-heterociclico

El mecanismo de reaccion probable, reportado en la literatura para la formacion de
aril aminas o aril éteres, se presenta a continuacion el cual como se puede observar
utiliza cantidades cataliticas de paladio, debido a que esta especie se regenera:*?

Adicion oxidativa de un haluro de arilo (ArX) sobre un complejo Pd(0) para obtener
el complejo [LPd(I)(Ar)X], el cual sufre transmetalacion en la amina o fenol del
complejo coordinado con dicha amina o fenol, para dar lugar al complejo
[LP(ID(Ar(N-Ar)] o [LPd(I)(Ar)(O-Ar’)] en presencia de una base. La subsecuente
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eliminacién reductiva de la N-aril amina o el éter di arilico para volver a regenerar el

complejo catalitico LPd (0).

ArX
ACNA LPd(0)
r-N-Ar'
m Adicion oxidativa
Eliminacién reductiva
X
l-! L /d(ll)
/N\Ar' R
Ar
L_Rd(ll)
Ar
HoN-Ar'
HX
H\N,Ar' Coordinacién de amina
Deprotonacion LFld(II) Ar
base )l(

Esquema 20. Mecanismo de la reaccién de Buchwald-Hartwig para la formacion
de aminas
Estudios anteriores** para determinar el mecanismo de la reaccién, sugieren que el
paso determinante de la rapidez de reaccién es la eliminacién reductiva y la idea de
utilizar ligandos voluminosos es para que desestabilicen el estado basal del
complejo [LPd(II)(Ar)(N-Ar’)] forzando a que el grupo arilo(Ar) y al grupo amino, en

este caso (N-Ar’), se acerguen por medio de una distorsion del estado de transicion.

Sin embargo, hay varios inconvenientes que limitan su uso extendido: la sensibilidad
a la humedad de los catalizadores, asi como el alto costo de estos mismos, ademas
de la toxicidad ambiental. Estos es de particular importancia en la industria
farmacéutica, en la cual la contaminacién por metales representa un serio problema,
ya que el catalizador por lo general estd en la misma fase que los reactivos y

productos.
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Esto ultimo ha provocado un renovado interés en la reaccion de Ullmann que se

beneficidé del descubrimiento de ciertos ligandos bidentados que eran capaces de

mejorar los tiempos de reaccidn y disminuir la carga catalitica, asi como la

temperatura necesaria para que se lleve a cabo la reaccion.

NH»

10 mol% =
X

O 10mol% Cul

K3PO,4, DMSO
50°C

90%

Esquema 21. Ejemplo de una reaccion de Ullman catalizada

A continuacion, se presenta el ciclo catalitico propuesto para la reaccion de Ullmann

catalizada con cobre:#

BH + X
Reaccion con base

B

(I

(J Cu-—X
Y O NuH

Nu-H

Coordinacion del nucleofilo

0

Z?Cu—Nu
Adicién oxidativa
X .,
‘\ Reaccion (i1
directa 6\_ u \/Ar
con Y \ X
Nu'/ nucleofilo Nu
i6nico
G?Cu-x
(1) Ar-Nu

Eliminacion reductiva

Esquema 22. Mecanismo de la reaccién de Ullmann catalizada para ligandos
neutros
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A diferencia del ciclo catalitico de paladio, este mecanismo propone un ciclo
catalitico con las especies reactivas Cu(l)/Cu(lll). Siendo “Z” y “Y” ligandos neutros
gue no se modifican, el complejo de cobre (I) representado como [Cu-X] se coordina
con el nucledfilo para dar un intermediario [X-Cu-NuH], el cual reacciona con la base
[B] para dar el complejo [Cu-Nu], que también se pude obtener por la reaccion
directa de [Cu-X] con el nucledfilo desprotonado. Después el haluro de arilo se
adiciona oxidativamente para formar un complejo de Cu (lll) [Nu-Cu-ArX]. La

eliminacion oxidativa del producto [Ar-Nu] regenera la especie catalitica.

Algunos ejemplos de ligandos utilizados en la reacciéon de Ullmann catalizada con

cobre se muestran en los esquemas 23 a 27.46-50

OH  cul (5 mol%)
K3POy4 (2 eq) O
>
DMF 110 °C

L (5 mol%) 24 h

L_ %@

2- [[(2-Metil fenil) amino] metil] fenol

Esquema 23. Aminofenoles como ligandos en la reacciéon de Ulimann

Cul (10 mol%)
© ©\ K2COj3 (2 eq) 0 CH,4
Hs DMSO120 °C ©/ \©/

L (20 mol%) 24 h

1- [(dimetil amino) -2-piridinil metil] Naftalen-2-ol

Esquema 24. Bases de Betti en la reaccion de Ullmann
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' OH Cu-np

L (10%) . o]
* Cs,CO5 (2 eq) ©/ \©

DMF 1110°C 24 h

L=1,10-fenantrolina

Esquema 25. Derivados de fenantrolina en la reaccion de Ullmann

OH
I Cul (10%) o
\CL L (10%) \CL
+ ’
OMe Cs,CO3 (2eq) OMe

CH3CN, 90°C, 24 h

= Cl
3-Piridincarboxamida N- (2-cloro-6-metil fenilo)

Esquema 26. Derivados de picolinoamidas en la reaccion de Ullmann

Br
oH CuBr (10 mol%)
© K3PO4 1 5 eq)
+
Dioxano 90 °C

L (10 mol%) 10 h

7N NN

Fenilhidrazona del 2-Piridincarboxialdehido

Esquema 27. Hidrazonas en la reaccion de Ullmann

El principal inconveniente de los ejemplos citados anteriormente es la obtencion de

dichos ligandos; ademdas los propios autores mencionan que al variar las
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condiciones de reaccion (base utilizada y disolvente), la reaccién de acoplamiento
se ve afectada de forma drastica en los rendimientos de producto obtenido, aunque
se use la misma fuente de cobre y el mismo ligando; esto sélo considerando que la
mayoria de los sustratos son moléculas sencillas. La modificacion del sustrato con
sustituyentes en varias posiciones suele disminuir los rendimientos y en algunos

casos la reacciéon no se lleva a cabo.46->0

Esto quiere decir que, en cada caso particular, habria que realizar un estudio
completo de la reaccién de acoplamiento. Otros autores han propuesto otras
soluciones para evitar la necesidad de sintetizar un ligando especifico como el uso
de microondas®, o bien aprovechar las capacidades coordinantes de algunos

disolventes.52

Cul (10 mol%)

/©/Br HO TMEDA (20 mol%) o)
+
H3C \© C32CO3 (2 eq) H30/©/ \©

DMF MW 190°C 20 min

|
TMEDA= N~~~
|

Tetrametiléndiamina

Esquema 28. Reaccién de Ullmann utilizando radiacion con microondas

Cul (10 mol%)

I HO o
0, L ey
+ '
O

! 110 °C, Ny, 24 h o
CH3; DMSO CHs

Esquema 29. Reaccion de Ullmann sin utilizar ligandos

Chan, Lam y Evans®3 utilizaron acidos aril borénicos como electréfilos. La principal
ventaja sobre la reaccion de Ullmann catalizada con cobre es que generalmente

procede a temperatura ambiente y utiliza bases organicas.
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1 eq Cu(OAc),

©/ BIOH), ©/OH 5 eq. Et;N 0
* -~ O

4A malla molecular
1-3 eq CH2C|2 ,25°C,18h

Esquema 30. Reaccién de Chan, Lam, Evans

La desventaja mas importante de este método es el largo tiempo de reaccion
requerido para algunos sustratos y a veces se debe de usar un exceso del acido

bordnico para obtener un rendimiento aceptable.
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OBJETIVOS

Desarrollar una ruta de sintesis para obtener dimeros esteroideas derivados del
estradiol, mediante la formacion de un enlace tipo éter arilo-arilo a partir de dos
compuestos: el haluro de arilo (3-bromoestradiol) y el estradiol.

Caracterizar dichos compuestos obtenidos por medio de técnicas de RMN de H'y

13C, asi como espectroscopia de IR y espectroscopia de masas.

Optimizar las condiciones necesarias en la reaccion de Ullmann para obtener el éter

arilo-arilo con rendimiento aceptable.

Explorar la posibilidad de un procedimiento alternativo para la formacién del enlace

éter arilo-arilo usando la reaccion de Biichwald-Hartwig.

Llevar a cabo célculos teéricos para optimizar la geometria de la estructura de los
dimeros de estradiol.

HIPOTESIS PROPUESTAS

1) No habra diferencias de reactividad entre los isbmeros de bromacion en
posicion 2 y 4 para la formacion de los productos de la reaccion de Ullman,
es decir, los dimeros.

2) Considerando que el mecanismo propuesto para la reaccion de Ullmann
tiene como especie activa al Cu(l), una forma de mejorar las condiciones de
reaccion es el uso de una sal de cobre mas soluble en disolventes organicos,
gue la que ya fue probada en nuestro grupo de trabajo (CuO).

3) Eluso de un disolvente organico con un punto de ebullicion mas alto permitira
acelerar la reaccion de Ullmann y disminuir el tiempo que toma la sintesis.

4) Utilizar un catalizador de paladio permitira disminuir notablemente la
temperatura, carga catalitica y tiempo de reaccion para llevar a cabo la

formacion del enlace éter arilo-arilo.
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METODOLOGIA

Para llevar a cabo la sintesis de los dimeros se planted el esquema de reaccion que
se presenta a continuacion. Un andlisis retrosintético sencillo nos muestra que el
compuesto final se forma a partir de un enlace éter de dos moléculas de esteroide

gue tengan la funcionalidad de halogenado en una de ellas y de fenol en la otra.

OH R R R'
. X
Br HO R
Grignard ﬂ

&
N i
B r %‘0 R
R

OH

B(OMe); + 2 OH |

Esquema 31. Analisis retrosintético

La reaccion de Chan-Lam-Evans no se considerd, porque no se disponia del
derivado de acido bordnico necesario. Introducirlo requeriria de un paso adicional
sin mencionar que habria que realizar previamente una proteccién en el hidroxilo
del carbono 17 para poder utilizar el método de Grignard o bien emplear otro

método.
De los posibles halégenos a utilizar se descartaron los de cloro, ya que ha habido

reportes de que son menos reactivos que los de bromo o yodo para las reacciones

de acoplamiento con cobre; al final se termind por utilizar solo los derivados de
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bromo debido a experiencias previas en nuestro grupo de trabajo, en el sentido de

que los derivados con yodo no reaccionaron mejor que los de bromo.

Dado que en la mezcla de reaccion una molécula de esteroide halogenada puede
reaccionar con otra del mismo anillo esteroide sin halogenar, se necesita introducir
un grupo protector en el grupo fenol de la molécula halogenada, para poder
cuantificar la cantidad de esteroide halogenado que reaccion6 con la molécula de
esteroide sin halogenar. Esto sencillamente agrega un paso de proteccion al
principio y otro de desproteccion al final.
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CHyH CHyPH

CHgl
CH3CN, K,CO3
HO 82°C, 6 h, o
1 2
NBS
CH2C|2, t.a.,
48-72 h
CHPOH cH.OH
Br
+
\O \O
Br
4 3
CuO, 1
Cs,CO3
4-Picolina
140 °C, 48 h
HO, HO,
HsC H3C
CHPH cn.OH
Nal, SiMe3Cl
0 o]
CH3CN, 82°C, 3 h
HO <|)
6 5

Esquema 32. Propuesta de ruta de sintesis



RESULTADOS

3-metoxiestradiol

La primera reaccion que se llevd a cabo fue la proteccion del grupo fenol del

estradiol (1) para dar como producto el 3-metoxiestradiol (2).

OH OH
K,COg4
CHsl
+ CH3CN, ~
HO atmosferainerte O
82°C,12h

Esquema 33. Reaccion de proteccion

La reaccién se llevd a cabo y se obtuvo un Unico producto con un rendimiento del
90.56% después del proceso de purificacion. Esta reaccion procede a través de un
mecanismo Sn2, en el cual el fenol en forma de ion fendxido, el que ataca al yoduro

de metilo al tiempo que expulsa al grupo saliente como anién yoduro.>

Se necesitd usar un exceso de reactivo de yoduro de metilo ya que la temperatura
de reaccion (82°C) era mayor que el punto de ebullicion de este (42°C). En el
producto final, después de ser caracterizado, se corrobor6 que solamente un grupo
-OH reacciond, ya que la base utilizada solamente podria abstraer un proton al fenol,
pero no a un alcohol secundario, cuyo pKa es mucho mayor que el de un fenol
(~18>~10).

Caracterizacion

IR. Se compara el espectro de infrarrojo de la materia prima con el del producto
obtenido y se observo la formacion de bandas caracteristicas del enlace C-O de los

éteres en 1282 cm-1.
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Espectro 1.

Grupo Numero de onda ) y )
. Asignacion Intensidad
funcional (cm)
Vibracién originada por el estiramiento
2959.74 ] o a.
(stretching) asimétrico del enlace -CHs
Vibracién originada por el estiramiento
2862.31 ) o a.
(stretching) simétrico del enlace -CHs
Vibracion originada por la flexion(bending)
1468.19 ) ) m.
asimétrica del enlace -CHs
Alcanos Vibracion originada por la flexion(bending)
1381.99 ) ) b.
simétrica del enlace -CHs
Vibracion originada por el estiramiento
2934.59 ] o a.
(stretching) asimétrico del enlace -CH2
Vibracion originada por el estiramiento
2862.31 ] o a.
(stretching) simétrico del enlace -CH:2
Flexién de tijera(scissoring) originada por el
1448.66 Jera( .g) 9 P a.
enlace -CH: en cicloalcanos
3050.24 Vibraciones originadas por el estiramiento b
3018.42 (stretching) del enlace C-H '
1870.24 Sobretonos originados por la flexion del b
1675.34 enlace C-H fuera del plano '
1608.76 Ndcleo de fenilo m.
Aromaticos Flexiones(bending) dentro del plano
1156.18, 1135.52, o )
originados por los atomos de hidrégeno del b.
1117.36, 1102.16 .
fenilo
Flexiones(bending) fuera del plano
872.99 o ] o
originados por los &tomos de hidrégeno del m.
818.76 ]
fenilo
Vibracion originada por el estiramiento ancha
3429.14 i
Fenoles y (stretching) del enlace O-H a.
alcoholes Vibracion originada por el estiramiento
1249.08 a.

(stretching) del enlace C-O

Tabla 1. Frecuencias de vibracion del estradiol, 1
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Espectro 2.

Grupo Numero de onda ) » )
] Asignacion Intensidad
funcional (cm)
Vibracién originada por el estiramiento
2921.47 ) o a.
(stretching) asimétrico del enlace -CHs
Vibracién originada por el estiramiento
2866.53 ) o a.
(stretching) simétrico del enlace -CHs
Vibracién originada por la flexion(bending)
1465.81 ) ) m.
asimétrica del enlace -CHs
Alcanos Vibracion originada por la flexion(bending)
1379.25 ) ) b.
simétrica del enlace -CHs
Vibracion originada por el estiramiento
2921.47 ) o a.
(stretching) asimétrico del enlace -CH:
Vibracion originada por el estiramiento
2846.18 ) o a.
(stretching) simétrico del enlace -CH:z
Flexién de tijera(scissoring) originada por
1444.98 Jera _g) 9 P m.
el enlace -CH: en cicloalcanos
3034.68 Vibracion originada por el b
alargamiento(stretching) del enlace C-H '
Sobretonos originados por la
1877.57 flexion(bending) del enlace C-H fuera del b.
plano
. 1612,49, 1575.50 Nucleo de fenilo m.-a
Aromaticos : !
1217.89, 1203.34, Flexiones(bending) dentro del plano
1180.27, 1150.92, originados por los atomos de hidrégeno b.
1131.84, 1115.52, del fenilo
Flexiones(bending) fuera del plano
814.44 originados por los atomos de hidrégeno m.
del fenilo
Vibracion originada por el estiramiento
3504.54 i a.
(stretching) del enlace O-H
Alcoholes i i _ S
Vibracion originada por el estiramiento
1252.61 i a.
(stretching) del enlace C-O
Vibracion originada por el estiramiento
Eteres 2846.18 (stretching) simétrico del CHs unido al a.

oxigeno
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Flexion(bending) originada por los
1465.81, 1345.70 ] b.
enlaces C-H del grupo metoxido

Vibracién originada por el estiramiento
1282.76 ) L
(stretching) antisimétrico del enlace C-O

Vibracién originada por el estiramiento
1021.04, 1036.53 ) . a.
(stretching) simétrico del enlace C-O

Tabla 2. Frecuencias de vibracion del 3-metoxiestradiol, 2

Espectroscopia RMN 1H

Figura 14. Asignacion de protones del 3-metoxiestradiol, 2

En la asignacion de las sefales observadas en el espectro de RMN-'H, el punto
clave esta dado por la sefial en 3.79 ppm cuya multiplicidad es un singulete e integra
para tres atomos de hidrogeno. Esta sefial no esta presente en el espectro del

estradiol, lo cual confirma la formacidon de un enlace éter metilico.

Espectro 5.

Sefial asighada &(ppm) Multiplicidad Constante de acoplamiento y/o integral

1 7.22 d Jo=8.5Hz 1H

2 6.72 dd Jo=8.6Hz, Jm=2.1Hz, 1H
3 3.79 S 3H

4 6.64 d Jm=2.1Hz, 1H

5 2.87 dd J=2.1,10.4 Hz, 2H

6 2.15 m 1H

7 2.15 m 1H
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8 141 m 1H
9 2.33 m 1H
10 1.97 m 1H
11 1.71 m 1H
12 1.55-1.15 m 1H
13 1.55-1.15 m 1H
14 1.89 m 1H
15 1.55-1.15 m 1H
16 1.55-1.15 m 1H
17 1.55-1.15 m 1H
18 1.55-1.15 m 1H
19 3.74 t J=8.56 Hz, 1H
20 1.55-1.15 m 1H
21 0.79 S 3H

Tabla 3. Pardmetros de las sefales de RMN-1H del 3-metoxiestradiol, 2

Espectroscopia RMN 13C

8 7"

11774314
116

/1\\10/9\ ,14'15'

Figura 15. Asignacion de los nucleos de carbono del 3-metoxiestradiol, 2

En la asignacién de sefales de carbono, lo mas importante es la presencia de una

sefal de carbono adicional en 55.33 ppm, la cual corresponde a un atomo de

carbono unido a un atomo de oxigeno O-CHs.

Espectro 6.

Sefial asighada &(ppm) Sefal asignada &(ppm)

126.45 11 26.46

111.56 12 36.85
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3 157.57 13 43.39
4 113.95 14 50.18
5 138.1 15 23.26
6 29.44 16 30.72
7 27.39 17 82.02
8 38.99 18 11.19
9 44.08 19 55.33
10 132.79

Tabla 4. Parametros de las sefiales de RMN-13C del 3-metoxiestradiol, 2

2-bromo-3-metoxiestradiol y 4-bromo-3-metoxiestradiol

La formacion del derivado halogenado se llevé a cabo a temperatura ambiente, bajo
agitaciéon vigorosa y con un tiempo de reaccion de 48 a 96 horas, dependiendo de
la cantidad de materia prima que se pusiera a reaccionar. Después de la purificacion
se obtuvieron dos isG6meros que posteriormente, mediante técnicas de
espectroscopia de RMN de H, fueron identificados como el isémero en posicién 2

(el de mayor proporcion) y el de la posicién 4 (el de menor proporcion).

OH OH OH
Br
NBS
+
~ CHzCl2 O
(@) (@]
t.a., 48-96h | |
Br
2 3 4
60% 15%

Esquema 34. Reaccién de bromacion

2-bromo-3-metoxiestradiol, 3.

IR. Solamente se determind el espectro de infrarrojo del isbmero que se obtuvo en
mayor cantidad, dado que la informaciéon mas importante que se puede obtener de

un espectro de infrarrojo son los grupos funcionales, no se determiné para el otro
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isémero. La banda mas importante se encuentra en 668.40 cm, la cual

corresponde a la vibracion originada por el enlace carbono-bromo.

Espectro 3.
Grupo ) . ]
) Numero de onda (cm™) Asignacién Intensidad
funcional
Vibracion originada por el
2992.99 estiramiento(stretching) asimétrico del m.
enlace -CHs
Vibracion originada por el
2905.26 estiramiento(stretching) simétrico del a.
enlace -CHs
Vibracion originada por la flexion
1451.95 o a.
asimétrica del enlace -CHs
Alcanos Vibracion originada por la flexion
1391.89 ) ) m.
simétrica del enlace -CHs
Vibracién originada por el
2922.16 estiramiento(stretching) asimétrico del a.
enlace -CH2
Vibracién originada por el
2860.07 estiramiento(stretching) simétrico del a.
enlace -CHz
Flexion de tijera originada por el
1428.85 ) m.
enlace -CH: en cicloalcanos
Vibracion originada por el
3058.20 o )
estiramiento(stretching) del enlace C- b.
H
Sobretonos originados por la flexién
1738.94 b.
del enlace C-H fuera del plano
Aromaticos 1596.44, 1489.87 Nucleo de fenilo a.
1200.03, 1181.42, ) o
Flexiones dentro del plano originadas
1159.62, 1104.37, _ _ b.
por los atomos de hidrégeno del fenilo
1132.59, 1072.21,
Flexiones fuera del plano originadas
876.67, 862.07 m.

por los atomos de hidrégeno del fenilo
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Vibracion originada por el
3590.99 estiramiento(stretching) del enlace O- a.
H

Fenoles i - -
Vibracion originada por el

1253.45 estiramiento(stretching) del enlace C- b.
o]

Vibracion originada por el

2841.73 estiramiento(stretching) simétrico del a.

CHs unido al oxigeno

Flexion originada por el enlace C-H
1463.42, 1339.50 o b.-m.
del grupo metéxido

Eteres Vibracion originada por el
1253.45(oculta) estiramiento(stretching) antisimétrico a.

del enlace C-O

Vibracién originada por el
1046.40, 1023.30 estiramiento(stretching) simétrico del a.
enlace C-O

Vibracion originada por el
Halogenados 668.40 estiramiento(stretching) del enlace C- m.
Br

Tabla 5. Frecuencias de vibracion del 2-bromo-3-metoxiestradiol, 3

Espectroscopia RMN tH

Figura 16. Asignacion de los protones del 2-bromo-3-metoxiestradiol, 3

La clave en la asignacion de cada uno de los isGbmeros se encuentra en la zona de

los protones aromaticos, los cuales en el isbmero que se encuentra halogenado en
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la posicidn 2 posee dos protones aromaticos en posicion para uno respecto al otro.
La constante de acoplamiento para un hidréogeno en posicion para suele ser muy

pequefa (Jorto>Jmeta>Jpara) pero el programa de analisis (Mestre Nova) si la detecta.

Espectro 7.

Sefial asighada S(ppm) Multiplicidad Constante de acoplamiento y/o integral

1 7.41 d Jp=1.1 Hz, 1H
2 3.83 s 3H
3 6.59 s Jp=1.1Hz ,1H
4 2.85-2.76 m 1H
5 1.52-1.10 m 1H
6 1.52-1.10 m 1H
7 1.52-1.10 m 1H
8 2.30-2.03 m 1H
9 1.98-1.82 m 1H
10 1.98-1.82 m 1H
11 1.52-1.10 m 1H
12 1.52-1.10 m 1H
13 1.74-1.61 m 1H
14 1.52-1.10 m 1H
15 1.52-1.10 m 1H
16 2.30-2.03 m 1H
17 2.30-2.03 m 1H
18 3,71 t J=8.5Hz, 1H
19 151 s 1H
20 0.76 ] 3H

Tabla 6. ParAmetros de las sefiales de RMN-1H de 2-bromo-3-metoxiestradiol, 3

Espectroscopia RMN 13C

g OH

AZ117
11 I3~
NS
Br\lzl/]clg/ \§ 15

3257
1997754776

Figura 17. Asignacion de nucleos de carbono del 2-bromo-3-metoxiestradiol, 3
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Dado que en esta reaccion no se hacen cambios en el nimero de &tomos de

carbono, los espectros de RMN-13C de 3 y 2 son muy similares, ya que en ambos

observamos las sefales correspondientes a los 19 nucleos de carbono.

Espectro 8.

Sefial asignada &(ppm)

Sefial asignada &(ppm)

1 130.11 11 26.24
2 108.52 12 36.53
3 153.45 13 43.14
4 112.30 14 49.88
5 137.11 15 23.04
6 29.52 16 30.47
7 27.00 17 81.67
8 38.51 18 10.99
9 43.64 19 56.13
10 134.16

Tabla 7. ParAmetros de las sefiales de RMN-13C del 2-bromo-3-metoxiestradiol, 3

4-bromo-3-metoxiestradiol,

Espectroscopia RMN 1H

Figura 18. Asignacion de los protones del 4-bromo-3-metoxiestradiol, 4

4.

Al contrario que el isdmero en posicion 2, el isdbmero de la posicion 4 tiene dos

protones adyacentes que se acoplan notablemente. Las sefiales aparecen como
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dos dobletes con una constante de acoplamiento alta, caracteristica de un

acoplamiento orto (~8.7 Hz).

Espectro 9.
Sefial asignhada &(ppm) Multiplicidad Constante de acoplamiento y/o integral

1 7.23 d Jo=8.8 Hz, 1H
2 6.74 d Jo=8.6 Hz, 1H
3 3.88 S 3H
4 2.99 m 1H
5 2.71 m 1H
6 2.37-2.06 m 1H
7 1.56-1.22 m 1H
8 1.56-1.22 m 1H
9 2.37-2.06 m 1H
10 2.37-2.06 m 1H
11 1.56-1.22 m 1H
12 1.56-1.22 m 1H
13 2.02-1.90 m 1H
14 1.56-1.22 m 1H
15 1.72 ddad J=125,9.9,7.1,3.1Hz 1H
16 1.17 ddd J=12.0, 10.6, 7.2 Hz, 1H
17 1.56-1.22 m 1H
18 2.02-1.90 m 1H
19 3.73 t J=8.2 Hz, 1H
20 - - -
21 0.77 S 3H

Tabla 8. ParAmetros de las sefiales de RMN-1H del 4-bromo-3-metoxiestradiol, 4
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Espectroscopia RMN 13C

11”7 3,17\
! 116

27 Y10 9~g 115
I | |

3,257
19577~47">¢
Br

Figura 19. Asignacion de nucleos de carbono del 4-bromo-3-metoxiestradiol, 4

El espectro del producto 4 es muy parecido al de 2 y 3, ya que poseen el mismo
namero ndcleos de carbono, 19. Ya que el producto 3 y 4 son isémeros, la Unica
forma de identificarlos es por el espectro de proton, los espectros de carbono no

proporcionan mucha informacion util por si mismos.

Espectro 10.

Sefial asignada ®&(ppm) Sefial asignada &(ppm)

1 124.90 11 27.57
2 109.13 12 36.78
3 153.98 13 43.27
4 114.97 14 50.13
5 134.96 15 23.23
6 26.69 16 31.32
7 30.77 17 81.99
8 38.14 18 11.13
9 44.29 19 56.44
10 137.89

Tabla 9. Pardmetros de las sefales de RMN-13C del 4-bromo-3-metoxiestradiol, 4

2-O-estradionil-3-metoxiestradiol

La reaccién se llevd a cabo bajo las condiciones experimentales previamente
definidas en nuestro grupo de trabajo®®, las cuales se muestran en el esquema 35.

Sin embargo, se tuvo que hacer un estudio sistematico de las principales variables
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independientes, asi como las adecuaciones pertinentes.

HQ,
OH OH
OH
Br Cs2C0s, CuO
+
4-Picolina, 140°C 0
(@)
| HO 48 h
3 1 o

Esquema 35. Reaccion de Ullmann en la posicion 2 con estradiol

A partir de aqui se trabajaron con varias modificaciones con el propdésito de mejorar

el rendimiento obtenido; dichos resultados se resumen en la tabla 10.

) ) Tiempo de ) o
Catalizador  Disolvente  Base  Temperatura » Ligando %Rendimiento
reaccion
CuO (0.5eq) 4-Picolina Cs2COs3 140°C 48 h - 51.7
CuO (0.5 eq) DMSO Cs2C03 160°C 48-72h - -
CuO (0.5 eq) DMF Cs2C0s3 150°C 48-72h 4-Picolina -
2-
CuO (0.5 eq) DMF Cs2C0s3 150°C 48-72h ) o -
hidroxipiridina
1-10
Cul (0.5eq) DMF Cs2C0s3 150°C 48-72h ] -
fenantrolina
1-10
Cul (0.5eq) DMF K2COs3 150°C 48-72h ] 16.7
fenantrolina
1-10
Cul (0.06 eq) DMF K2COs3 150°C 48-72h -

fenantrolina




Pd (OAc)2

Tolueno Cs2C03 100°C 24h Trifenilfosfina -
(0.02)
Pd (OAc)2 o )
Tolueno K3PO4 100°C 24h Trifenilfosfina -
(0.02)
Pd (OAc)2 o )
02) Tolueno K3PO4 100°C 24h Trifenilfosfina -

Tablal0. Variaciones en los experimentos realizados

Como se puede ver en la tabla 10, el disolvente es un factor importante en la
reaccion, ya que la sustitucion de 4-picolina por DMSO o DMF no permite que la
reaccion se lleve a cabo, a pesar de que estos ultimos disolventes tienen puntos de

ebullicibn mucho mas altos que la 4-picolina.

Una posible explicacion es que el 6xido de cobre nanoparticulado forma un complejo
para solubilizarse y después reacciona con algun componente del medio para pasar
a estado de oxidacion (1), generando al fin el catalizador activo. Por ello el tiempo
de reaccion es muy largo y en general, en las primeras 24 horas no hay sefiales de

producto.

Al examinar la mezcla de reaccion mediante un analisis por cromatografia en capa
fina, no se aprecia la formacion del producto. Sin embargo, se aprecia la formacion
de otro producto cuyo Rf corresponde al 3-metil estradiol, lo cual nos indica que en
lugar de llevarse a cabo la reaccion de acoplamiento se lleva a cabo una reaccién
de deshalogenacion. A continuacién, se propone un mecanismo para la formacién

de dicho producto:
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Esquema 36. Mecanismo propuesto para la formacion del producto
deshalogenado

A la hora de tratar la mezcla de reaccion no se recuperan las materias primas, ni el
estradiol o el bromoestradiol metilado; se recupera parte del 3-metoxiestradiol y el
resto es una mezcla de subproductos no identificados que en la primera reaccion

no se llega a observar.

En la introduccién se discutié esta reaccion y con base en esto, no se puede
asegurar que el unico papel que desempenfa la 4-picolina es la de ser disolvente
que puede alcanzar altas temperaturas y disolver los reactivos; de hecho, se
propone que aparte de poder actuar como base, la 4-picolina también podria actuar

como ligando auxiliar en el mecanismo de reaccion.

Teniendo en cuenta la propuesta anterior se realizaron varias pruebas en las que el
disolvente principal seria la DMF por dos motivos: su punto de ebullicion es mas alto

que el de la 4-picolina y su capacidad para disolver sales inorganicas de cobre es
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mayor, posiblemente, por su gran capacidad de solvatacion al formar quelatos con
los cationes. No se utilizé DMSO, ya que al emplearlo una vez, por medio de analisis
por cromatografia en placa fina revelé que la mezcla de reaccién contenia una
mayor cantidad de subproductos, comparada con la que se obtuvo cuando se
realiz6 en DMF. Esto representaria una mayor dificultad en la separacion por

cromatografia en columna.

Desafortunadamente los resultados no fueron prometedores y no fue posible aislar

algun subproducto de la mezcla de reaccion.

Después de esto se considerd la adicion de un ligando, con una estructura similar a
la de la 4-picolina, pero que fuera mas facil de manipular, ya que la 4-picolina es un
liqguido susceptible a la oxidacion. Utilizando 2-hidroxipiridina se repitié la prueba
anterior pero una vez mas, no se logré un resultado concluyente, porque al
monitorear la reaccién no se observo la formacién de algun producto y cuando se
traté de separar la mezcla de reaccion no se pudieron recuperar las materias primas

debido a la aparente descomposicion de estas.

Tomando otro enfoque, se decidié por cambiar el tipo de catalizador utilizado
cambiando oxido de cobre (IlI) por yoduro de cobre (I) por dos razones:

1) El yoduro de cobre (I) es mas soluble que el 6xido de cobre (II) en una gran
cantidad de disolventes organicos de uso comun, incluida la DMF.

2) La mayoria de las referencias encontradas en la literatura coinciden en que
la especie catalitica es el i6n cobre (l), por lo que la transformacién de los
iones de cobre (Il) a cobre (I) ya no es necesaria antes de la reaccion de

acoplamiento

Ademas, como ligando auxiliar se adicioné la 1,10-fenantrolina, de la cual se ha

descrito su uso en las reacciones de acoplamiento de Ulimann.

Los resultados de la primera reaccion con yoduro de cobre (1) en lugar de 6xido de

cobre (II) no fueron favorables, ya que la composicion de la mezcla de reaccion
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obtenida fue muy complicada para poderla separar por cromatografia en columna.
Sin embargo, en la cromatoplaca del analisis por cromatografia en capa fina, si se
aprecia la formacion de producto, aunque la mancha se observé menos intensa

comparada con la primera reaccion.

Revisando en la literatura se encontr6 descrito que ademas del carbonato de cesio,
otra base frecuentemente utilizada en conjunto con el yoduro de cobre es el
carbonato de potasio. Al remplazar esta base se logra la formacién del producto en
cantidades apreciables como para poder separarlo por cromatografia en columna.

Al final se obtuvo el producto puro con un rendimiento del 16.7%.

Lo anterior demostré que no se pueden trasladar los resultados previamente
obtenidos con el 6xido de cobre (ll) utilizando la 4-picolina, a este nuevo sistema de
yoduro de cobre (I) con DMF/1,10-fenantrolina, por lo que de momento esta linea
de investigacién queda abierta, ya que queda fuera de los objetivos propuestos al

principio de este trabajo.

El hecho de que la mayoria de las mezclas de reaccion no se pudieron separar,
indica que existe una gran cantidad de reacciones secundarias que dependen de
las altas temperaturas para llevarse a cabo. Es por esta razén que, en este caso, el
incrementar la temperatura no parece tener un efecto positivo en el rendimiento
obtenido, sino al contrario, llegado a cierto punto es perjudicial a este. Dichas
reacciones secundarias se atribuyen a la estructura mas compleja del sustrato (un

esteroide) comparada con los sustratos empleados en la literatura.

Es de particular interés que el estradiol adicionado tiene un grupo fenol susceptible
de oxidarse a una benzoquinona, lo cual explica que jamas se pudiera recuperar el

estradiol puro de la mezcla de reaccion.
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A partir de esta idea se decidié probar un metal diferente, paladio (Pd), el cual

permitiria utilizar un temperatura mucho mas baja y tiempos de reaccion mas cortos.

Como precursor catalitico se utilizé el acetato de paladio ya que era el reactivo con
el que se disponia en el laboratorio. Se volvio a utilizar el carbonato de cesio como
base y el resto de las condiciones se establecieron con base en los resultados
reportados por Tongjie Hu y colaboradores. 5¢

El resultado obtenido fue paladio negro, el cual se forma cuando los iones metélicos
estan débilmente coordinados, por lo que se aglomeran para formar el paladio
metalico, que posee esta coloracién. Reemplazando la base por fosfato de potasio
tribasico, se obtuvo un mejor resultado, ya que ya no se aprecié la formacion de
paladio negro en la mezcla de reaccién y en cambio la disolucion pasa por distintos
cambios de color hasta quedarse en un color amarillo intenso. Cuando se agregan

los sustratos, la reaccién cambio de color rdpidamente a un color rojo intenso.

Pero a la hora de monitorear el avance de la reaccién, por medio de un analisis por
cromatografia en capa fina, la placa revel6 que no hay reaccion después de 6 horas,
incluso es posible observar la presencia de ambos sustratos en la placa, sin
observarse la formacién de algun otro producto o subproducto. Incluso después de
24 horas, la placa de reaccion mostrd la misma composicion, pero ya se comienza

a observar la descomposicion del catalizador de paladio.

Pensando que tal vez se trataba de un problema de carga catalitica, la reaccién se
repiti6 con una mayor cantidad de catalizador, esperando de que al menos se

lograra la formacion de un producto, aunque no sean las condiciones ideales.

Sorpresivamente esto resulté contraproducente ya que la formacién de paladio
negro fue mucho mas rapida que en el experimento anterior, debido a la mayor

masa de paladio presente en el matraz de reaccion.
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Estaba claro que al incrementar la carga catalitica no servia y el ligando utilizado,
trifenil fosfina, es ineficaz comparado con los ligandos que facilitan la eliminacion
reductiva (estructuralmente hablando suelen presentar un alto impedimento

esteérico).

De aqui que la Unica manera de continuar en esta linea de investigacion seria la
sintesis de un ligando especifico derivado de trifenilfosfina que catalice el
acoplamiento de moléculas relativamente grandes (esteroides). Dado que esto se
sale de los objetivos establecidos, ya no se continué utilizando paladio como metal

catalizador para la reaccion de acoplamiento.

Finalmente se regreso a la reaccion original, cambiando el sustrato estradiol por el
de estrona, asi como la reaccion con el otro isomero generado en la bromacion, lo

cual se muestra en el esquema 37.
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Esquema 37. Reacciones adicionales de Ullmann realizadas con el 4-
bromoestradiol y utilizando estrona

Los rendimientos obtenidos en estas reacciones fueron de alrededor del 10% para
las primeras dos reacciones y en la dltima no se logré aislar el producto. Hay una

clara disminucién de la reactividad de los sustratos con respecto a la primera
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reaccion (el estradiol es mas reactivo que la estrona). Pero en el caso del isémero

4, es mas probable que los bajos rendimientos se deban a la falta de optimizacion

de las condiciones, ya que solamente se realiz6 un ensayo en cada reaccion (por

cuestiones de tiempo ya no fue posible hacer un estudio sisteméatico para optimizar

dichas reacciones).

2-O-estradionil-3-metoxiestradiol, 5.

IR. La banda més importante por observar se encuentra en 1259.26 cm* debido a

la vibracion del enlace C-O para carbonos aromaticos; desafortunadamente se

encuentra traslapada con la banda del enlace C-O del éter metilico asi que no es

posible determinar con exactitud cual es cual.

Espectro 4.

Grupo

Numero de onda (cm™)

funcional

Asignacién

Intensidad

2951.75

Vibracion originada por el
estiramiento(stretching) asimétrico del

enlace -CHs

2914.82

Vibracion originada por el
estiramiento(stretching) simétrico del

enlace -CHs

1469.74

Alcanos

Vibracion originada por la
flexion(bending) asimétrica del enlace
-CHs

1379.83

Vibracion originada por la
flexién(bending) simétrica del enlace -
CHs

2927.77

Vibracion originada por el
estiramiento(stretching) asimétrico del

enlace -CH:>

2869.01

Vibracion originada por el
estiramiento(stretching) simétrico del

enlace -CH:

51



Flexion de tijera(scissoring) originada

1447.90 m.
por el enlace -CH: en cicloalcanos
3035.91 Vibraciones originadas por el
estiramiento(stretching) del enlace C- b.
H
Sobretonos originados por las
flexiones(bending) del enlace C-H b.
fuera del plano
Arométicos 1602.91,1574.86 Nucleo de fenilo a.
1233.49, 1221.06, Flexiones(bending) dentro del plano
1191.27,1116.47, originados por los atomos de b.
1095.28, 1072.93 hidrogeno del fenilo
Flexiones(bending) fuera del plano
869.03, 799.16 originados por los atomos de m.
hidrogeno del fenilo
Vibracion originada por el
3550.34 estiramiento(stretching) del enlace O- a.
Fenoles i
Vibracion originada por el
1259.26 estiramiento(stretching) del enlace C- a.
O
Vibracion originada por el
2847.64 estiramiento(stretching) simétrico del a.
CHs unido al oxigeno
1492.25, 134482 Flexion(bending) de los enlaces C-H bm.
del grupo metéxido
Eteres Vibracion originada por el
1259.26(oculta) estiramiento(stretching) antisimétrico a.
del enlace C-O
Vibracion originada por el
1055.68, 1021.60 estiramiento(stretching) simétrico del a.

enlace C-O

Tabla 11. Frecuencias de vibraciéon del 2-O-estradionil-3-metoxiestradiol, 5



Espectroscopia RMN H

Figura 20. Asignacion de protones del 2-O-estradionil-3-metoxiestradiol, 5

42 40 39
HO L H 1
41 37
H3C H
34H H 36
33 H
H 28
H
31 30 H27
22 H H2s 11 12 20 oH 21
HCH ) 18

Dado que la molécula 5 es altamente simétrica, la asignacién completa requirié de

experimentos adicionales de RMN de 2D, en especifico HSQC. La zona mas

importante nuevamente es la zona de los protones aromaticos, en donde los

protones 1 y 2 deberian de aparecer como singuletes ya que la constante de

acoplamiento entre ellos es muy pequefia. Los protones 22, 23 y 24 forman un

sistema méas complicado ya que en teoria deberian aparecer como 3 dobles de

dobles. En el espectro las sefales se traslapan y se resolvi6 observando la

correlacion entre los nucleos de carbono y los protones.

Espectro 11.

Sefial asignada  &(ppm)

Multiplicidad Constante de acoplamiento y/o integral

1 6.93 S 1H
2 6.69 m 1H
3,25 2.86 m 2H
4,26 2.79 m 2H
5,27 1.87 m 2H
6,28 1.32 m 2H
7,29 1.44 m 2H
8,30 2.17 m 2H
9 2.12 m 1H
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10,32 1.41-1.49 m 2H

11,33 191 m 2H

12,34 1.25 m 2H

13,35 1.35-1.18 m 2H

14,36 1.70 m 2H

15,37 1.35 m 2H

16,38 211 m 2H

17,39 1.46 m 2H

18,40 3.71 ddd J=8.2, 5.9, 2.6 Hz, 2H
19 3.77 S 3H

20,41 0.77 S 6H

21,42 0.88 m 2H
22 7.16 d J=8.5, 1H
23 6.64 dd J=7.2,2.6 Hz, 1H
24 6.66 d J=2.8 Hz, 1H
31 2.30 m 1H

Tabla 12. ParAmetros de las sefiales de RMN-1H del 2-O-estradionil-3-
metoxiestradiol, 5

Espectroscopia RMN 13C

HO, 35
37.36°%
2 34
Sl
27.
3022; 26
9. 25
zu& zg 8 OH
2%, 1114347
o 1400
O\%l/lx‘lq/ \§ 15
1 ~ //5\ /7
o ) 3\4 6

Figura 21. Asignacion de nucleos de carbono del 2-O-estradionil-3-metoxiestradiol,
5
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En este espectro se contabilizaron las sefiales de carbono que corresponden al

producto 5, cuya asignacion se hizo con base a las correlaciones que tienen estos

nacleos de carbono con los protones adyacentes.

Espectro 12.

Tabla 13. ParAmetros de las sefiales de RMN-13C del 2-O-estradionil-3-

Sefial asignada &(ppm)

Sefial asignada &(ppm)

1 118.99 20 126.19
2 142.28 21 116.25
3 149.51 22 156.28
4 113.16 23 113.52
5 133.11 24 138.01
6 29.68 25 29.47
7 27.20 26 27.27
8 38.64 27 38.72
9 43.97 28 44.02
10 133.80 29 138.01
11 25.25 30 26.32
12 36.71 31 36.62
13 43.24 32 43.24
14 50.07 33 49.88
15 23.12 34 23.09
16 30.58 35 30.56
17 81.81 36 81.87
18 11.06 37 11.06
19 56.07

metoxiestradiol, 5

Espectrometria de masas. En el espectro de masas se alcanza a apreciar el pico

del i6n molecular con una relacibn masa carga de 557.3634. El pico base es de

138.0647.
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Espectro 20.

Pico (m/z) Amplitud
relativa (%)
138.0647 100
110.0704 30.41
149.0223 12.41
229.0793 9.73
557.3634 9.71
56.0486 8.31
558.3647 4.68
201.0469 3.02
559.3709 1.09

Tabla 14. Masas y valores de amplitud relativa de 5

2-0O-estronil-3-metoxiestradiol

Espectroscopia RMN tH

Figura 22. Asignacion de protones del 2-O-estronil-3-metoxiestradiol, 6



La asignaciéon es muy similar a la anterior. En la zona de los hidrégenos aromaticos
se observa: un sistema complicado en el anillo superior que denominaremos
fragmento proveniente del esteroide 1(FE1) y dos singuletes en el anillo inferior que

asimismo se denominara como fragmento proveniente del esteroide 2(FE2).

La diferencia mas importante con el espectro anterior es la presencia del grupo
carbonilo en FE1, lo que hace a la molécula menos simétrica y su efecto sobre los
demas carbonos adyacentes es diferente del de un carbono unido a un atomo de

oxigeno por un enlace sencillo.

Espectro 16.

Sefial asignada &(ppm) Multiplicidad Constante de acoplamiento y/o integral

1 6.93 s 1H
2 6.69 s 1H
3,24 2.84 m 2H
4,25 1.94 m 2H
5,26 1.47 m 2H
6,27 1.57-1.42 m 2H
7,28 2.20 m 2H
8,29 1.95 m 2H
9,30 1.47 m 1H
10,31 1.88 m 2H
11,32 1.22 m 2H
12,33 1.50-1.17 m 2H
13 1.89 m 1H
14 1.33 m 1H
15 1.94 m 1H
16 1.47 m 1H
17 3.71 t J=8.4 Hz, 1H
18 3.78 s 3H
19 0.76 s 3H
20 5.29 s 1H
21 7.15 d J=8.5 Hz, 1H
22 6.65 dd J=12.5, 3.7 Hz, 1H
23 6.66 s 1H
34 1.97 m 1H
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35 1.42 m 1H
36 2.49 m 1H
37 211 m 1H
38 0.90 S 3H

Tabla 15. Parametros de las sefales de RMN-1H del 2-O-estronil-3-
metoxiestradiol, 6

Espectroscopia RMN 13C
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Figura 23. Asignacion de nucleos de carbono del 2-O-estronil-3-metoxiestradiol, 6

Tal y como se habia dicho con anterioridad, el aspecto mas importante es el
carbonilo en la parte superior que afecta los carbonos cercanos para asi diferenciar
FE1 de FE2.

Espectro 17.

Sefial asighada &(ppm) Sefal asignada &(ppm)

1 118.99 20 126.19
2 142.28 21 116.25
3 149.51 22 156.28
4 113.16 23 113.52
5 133.11 24 138.01
6 29.68 25 29.47
7 27.20 26 27.27
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8 38.64 27 38.72
9 43.97 28 44.02
10 133.80 29 138.01
11 25.25 30 26.32
12 36.71 31 36.62
13 43.24 32 48.68
14 50.07 33 49.88
15 23.12 34 26.4
16 30.58 35 35.9
17 81.81 36 220.13
18 11.06 37 13.8
19 56.07

Tabla 16. ParAmetros de las sefiales de RMN-13C del 2-O-estronil-3-

metoxiestradiol, 6

4-O-estradionil-3-metoxiestradiol

Espectroscopia RMN 1H.

Figura 24. Asignacion de protones del 4-O-estradionil-3-metoxiestradiol, 7
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Comparado con los dos sistemas anteriores, al tener el enlace en la posicion 4, una
parte de la molécula permanece igual (FE1) y la otra pasa a ser un sistema de dos

dobletes (FE2). Nuevamente la asignacion se hizo con la ayuda del espectro HSQC.

Espectro 18.

Sefial asignhada &(ppm) Multiplicidad Constante de acoplamiento y/o integral

1 7.14 d J=8.5 Hz, 1H
2 6.55 m 1H
3,25 2.83 m 2H
4,26 2.78 m 2H
5,27 2.10 m 2H
6,28 1.45 m 2H
7,29 1.42-1.36 m 2H
8,30 2.19 m 2H
9 1.85 m 1H
10 1.30 m 1H
11,33 1.95 m 2H
12,34 1.25 m 2H
13,35 2.19 m 2H
14,36 1.68 m 2H
15,37 1.33 m 2H
16,38 2.10 m 2H
17,39 1.45 m 2H
18,40 3.72 t J=8.5 Hz, 2H
19 3.75 S 3H
20,41 0.77 S 6H
21,42 0.88 m 2H
22 7.14 d J=7.1Hz, 1H
23 6.83 d J=8.3 Hz, 1H
24 6.55 m 1H
31 1.82 m 1H
32 1.20 m 1H

Tabla 17. ParAmetros de las sefiales de RMN-1H del 4-O-estradionil-3-
metoxiestradiol, 7
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Espectroscopia RMN 13C
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Figura 24. Asignacion de nacleos de carbono del 4-O-estradionil-3-metoxiestradiol,

7

El producto 7 comparado con los compuestos 5 y 6 tiene el enlace éter en posicion

2 en lugar de la posicion 4. Esto se refleja en las diferencias de desplazamiento

guimico en el espectro de carbono que luego fue corroborado en el espectro HSQC.

Espectro 19.

Sefial asighada &(ppm)

Sefial asignada &(ppm)

1 126.1 20 122.0
2 111.6 21 109.8
3 152.20 22 152.70
4 144.73 23 114.5
5 129.80 24 137.80
6 23.7 25 29.7
7 30.6 26 30.6
8 38.7 27 38.3
9 44.0 28 44.0
10 136.79 29 136.93
11 27.3 30 26.6
12 36.7 31 36.7
13 43.24 32 43.2
14 50.1 33 50.1
15 23.1 34 23.1
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16 26.3 35 26.3

17 81.9 36 81.9
18 11.1 37 111
19 56.1

Tabla 18. Pardmetros de las sefales de RMN-13C del 4-O-estradionil-3-
metoxiestradiol, 7

Céalculos teodricos

Se llevaron a cabo célculos tedricos con el propésito de optimizar la geometria de
las moléculas sintetizadas en su estado de energia mas bajo. Eventualmente, estas
geometrias se utilizarian en simulacion molecular para verificar que estas moléculas
ejercen (0 no) su actividad al acoplarse con receptores estrogénicos antes de llevar
a cabo las pruebas bioldgicas (docking). Por falta de tiempo, solamente se

presentan aqui, los valores obtenidos en la optimizacion de la geometria de las

moléculas.

Compuesto Angulo diedro (0) Momento dipolar (Debye)
2-O-estradionil estradiol 63.0266° 4.2364
4-O-estradionil estradiol 103.567 4.7293

2-O-estronil estradiol 84.169 5.1417
4-O-estronil estradiol 96.880 4.0704

Tabla 19. Valores teoricos calculados de angulo diedro y momento dipolar
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los reactivos empleados en la sintesis se utilizaron tal cual, sin ningun tratamiento
previo. Los disolventes utilizados se destilaron antes de ser utilizados y en donde
fue requerido estos se secaron siguiendo los procesos descritos en la literatura.
Las reacciones bajo atmosfera inerte se llevaron a cabo empleando gas argon

ultraseco.

Los célculos teoricos se realizaron en el servidor de la supercomputadora MIZTLI
con el programa Gaussian 09W y el programa de visualizacién Gaussian view 5.0.
El funcional utilizado fue RM052X con el conjunto de bases 6-31+G(d)

Los equipos utilizados para la caracterizacion espectroscopica y espectrométrica de

los productos obtenidos fueron los siguientes:

Los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrofotbmetro FTIR Spectrum
RXI de Perkin-Elmer cuyo rango es de 4000-400 cm. Las técnicas utilizadas

fueron pastilla de KBr y reflectancia ATR.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se llevaron a cabo en un
espectrofotometro de RMN de 9.4 T marca Varian modelo VNMRS con una sonda

de deteccion indirecta de dos canales de radiofrecuencia (1H) (31P/15N).

Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro de masas con

analizador masico de tiempo de vuelo, marca Perkin Elmer, modelo AXION 2 TOF.
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Formacién del 3-metoxiestradiol

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con agitador magnético adicionar 1 g
(3.6 mmol) de estradiol y 2.54 g (18.4 mmol) de carbonato de potasio, después
purgar el sistema mediante desplazamiento del aire por argon y colocar un septum.
Posteriormente afiadir por medio de una jeringa con canula 40 mL acetonitrilo
previamente destilado sobre malla molecular. Después afiadir 1.37 mL (22 mmol)
de yoduro de metilo con una jeringa de vidrio (debido a su bajo punto de ebullicién
se suele afadir un exceso). Colocar el refrigerante y cerrar el sistema. Calentar a

reflujo durante 6 horas (tiempo no optimizado).

Esperar que la temperatura del sistema se estabilice y después afiadir un poco de
acido clorhidrico diluido(~1mL) para matar la reaccién. Decantar la mezcla de
reaccion, el sélido blanco obtenido suele ser el exceso de carbonato de potasio.
Eliminar el exceso de acetonitrilo por evaporacion a presion reducida. Separar el
producto del residuo por una extraccion acido-base con un embudo de separacion,
utilizando como fase orgénica diclorometano y en la fase acuosa una disolucion de
hidréxido de sodio. Concentrar la fase organica para obtener el producto. Si el
producto contuviera impurezas, realizar una separacion por cromatografia en
columna con hexano/acetato proporcion 90:10. Recristalizar de etanol/agua
(~90:10) para obtener un soélido blanco. Rendimiento= 90.56%. P.f. 122-124 °C

IR. 3670.37, 3644.12, 3504.54, 3319.44, 3196.89, 3083.63, 3034.68, 2997.08,
2921.47, 2866.53, 2846.18, 1877.57, 1612.49, 1500.10, 1444.98, 1465.81, 1431.87,
1401.83, 1379.25, 1345.70, 1332.03, 1318.14, 1282.76, 1252.61, 1217.89, 1203.14,
1180.27,1150.92, 1115.52,1131.84, 1099.84, 1072.42, 1049.72, 1036.53, 1021.04,
961.71, 950.24, 887.91, 843.02, 869.44, 814.44, 800.54, 722.66, 650.28, 612.95,
576.83, 563.46, 549.83, 527.45, 490.36, 443.50

IH NMR (400 MHz, CDCls) & 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.72 (dt, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H),
6.64 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 3.81 — 3.69 (m, 4H), 2.87 (dd, J = 10.1, 6.4 Hz, 2H), 2.37 —
2.28 (m, 1H), 2.25 — 2.06 (m, 2H), 2.01 — 1.93 (m, 1H), 1.89 (ddd, J = 10.2, 5.4, 2.6
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Hz, 1H), 1.71 (tdd, J = 12.2, 8.3, 3.0 Hz, 1H), 1.41 (s, 1H), 1.58 — 1.14 (m, 7H), 0.79
(d, J = 1.6 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 157.57, 138.10, 132.79, 126.45, 113.95, 111.60,
82.02, 77.48, 77.17, 76.85, 55.33, 50.18, 44.08, 43.39, 38.99, 36.86, 30.72, 29.94,
27.39, 26.46, 23.26, 11.19, 1.15.

Formacion del 2-bromo-3-metoxiestradiol y 4-bromo-3-metoxiestradiol

En un matraz de fondo redondo de 25 mL con agitador magnético afiadir 125 mg
(0.43 mmol) de 3-metoxiestradiol y 64.7 mg (0.36 mmol) de NBS previamente
recristalizada de agua. Purgar el sistema con argon y sellar el sistema con un
septum. Mediante una jeringa con canula adicionar al sistema 5 mL de
diclorometano seco destilado sobre malla molecular. Dejar el sistema en agitacion
por 24 horas a temperatura ambiente. Seguir el progreso de la reaccién por

cromatografia en capa fina y en caso de ser necesario, darle mas tiempo.

Finalizado el tiempo de reaccion, purificar la mezcla mediante cromatografia en
columna utilizando como mezcla de elucién hexano/acetato de etilo empezando por
una proporcion 97:3. Lentamente incrementar la polaridad del eluyente hasta 90:10.
Usualmente los isbmeros se logran separar por completo y es necesario volver a
pasar por columna las fracciones mezcladas. Recristalizar ambos isémeros de
etanol/agua y ambos son sélidos blancos. Isomero 2. Rendimiento=59.18% P.f. 176-
182°C, Isomero 4. Rendimiento=~15% P.f. 196-200°C

Isbmero 2.

IR. 3590.99, 3461.07, 3058.20, 2992.99, 2922.16, 2905.26, 2860.07, 2841.73,
1738.94, 1596.44, 1489.87, 1463.42, 1451.95, 1428.85, 1391.89, 1352.06, 1339.50,
1324.38, 1283.51, 1298.15, 1253.45, 1200.03, 1181.42, 1159.62, 1132.59,
1104.37, 1072.21, 1055.88, 1046.40, 1023.30, 1005.30, 985.35, 966.66, 948.95,
904.08, 921.73, 876.67, 862.07, 825.28, 792.44, 722.32, 702.39, 668.40, 646.74,
628.57, 604.82, 578.30, 540.17, 522.01, 496.93, 474.85, 443.04
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.41 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 6.59 (s, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.76
— 3.66 (M, 1H), 2.85 — 2.76 (m, 2H), 2.30 — 2.03 (M, 2H), 1.98 — 1.82 (m, 2H), 1.74
—1.61 (M, 1H), 1.51 (s, 1H), 1.52 — 1.10 (m, 6H), 0.76 (d, J = 0.7 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 155.44, 137.11, 134.16, 130.11, 112.30, 108.52,
81.67, 56.13, 49.88, 43.65, 43.14, 38.51, 36.53, 30.47, 29.52, 27.01, 26.24, 23.04,
10.99.

Isébmero 4.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.23 (dd, J = 8.8, 1.2 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
3.88 (s, 3H), 3.73 (dd, J = 8.9, 8.0 Hz, 1H), 3.05 — 2.93 (m, 1H), 2.78 — 2.63 (m, 1H),
2.37 — 2.06 (M, 3H), 2.02 — 1.90 (m, 2H), 1.72 (dddd, J = 12.5, 9.9, 7.1, 3.1 Hz, 1H),
1.56 — 1.22 (m, 6H), 1.17 (ddd, J = 12.0, 10.6, 7.2 Hz, 1H), 0.77 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDClIs) & 153.98, 137.89, 134.96, 124.90, 114.96, 109.13,
81.99, 56.44, 50.13, 44.29, 43.27, 38.14, 36.78, 31.32, 30.77, 27.57, 26.69, 23.22,
11.13.

Reaccidn general para la formacion de los éteres de estradiol
Método a)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL, con agitador magnético, afiadir todos los
reactivos solidos: 250 mg (0.68 mmol) del derivado halogenado, 235.2 mg (0.86
mmol) del estradiol, 451.4 mg (1.38 mmol) de Cs2COs, y el ligando segun se
requiera. Purgar el sistema con argon. Sellar el sistema con un septum vy
posteriormente adicionar 10 mL de 4-picolina por medio de una jeringa con canula.
Si hay otros reactivos liquidos adicionar en este momento. Dejar la mezcla de
reaccion con agitacion por 30 minutos y finalmente afiadir el catalizador sélido, 27.6
mg (0.35 mmol) de 6xido de cobre (CuO). Calentar la reaccién hasta 140°C. El

tiempo de reaccién es de 48 h o mas, segun se requiera.
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Método b)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL, con agitador magnético, afiadir 9.4 mg
(0.04 mmol) de acetato de paladio, 58 mg (0.22 mmol) del ligando (trifenil fosfina) y
117. 6 mg (0.55 mmol) de fosfato de potasio tribasico. Purgar el sistema con argon.
Sellar el sistema con un septum y posteriormente adicionar 5 mL de tolueno seco
por medio de una jeringa con canula. Posteriormente, afiadir bajo atmosfera inerte
100 mg (0.27 mmol) del derivado halogenado. Dejar la mezcla de reaccion con
agitacion por 30 minutos y finalmente adicionar el estradiol, 94.1 mg (0.35 mmol).

Calentar la reaccién hasta 90°C. El tiempo de reaccién es de 6 h.
Purificacion

Finalizada la reaccion, eliminar el disolvente por evaporacion a presion reducida.
Llevar a cabo una extraccion &cido-base para eliminar la base de la mezcla de
reaccion. Purificar la fase organica por medio de cromatografia en columna y utilizar
una mezcla hexano/acetato de etilo 95:5 como eluyente. Incrementar la polaridad
por intervalos hasta llegar a ~70:30 que es en donde suele aparecer el producto. El

producto es un solido ligeramente amarillento.

2-O-estradionil-3-metoxiestradiol: Rendimiento=51.7% (190.2 mg) P.f. 150-
158°C.

2-O-estronil-3-metoxiestradiol: Rendimiento=10.5% (40.2 mg) P.f. 140-146°C.

4-O-estradionil-3-metoxiestradiol: Rendimiento%= 10.2% (35.1 mg) P.f. 160-
172°C

2-O-estradionil-3-metoxiestradiol

IR. 3550.34, 3284.13, 3035.91, 2951.75, 2927.77, 2914.82, 2869.01, 2847.64,
1714.86, 1602.91, 1574.86, 1508.02, 1492.25, 1469.74, 1447.90, 1404.81, 1379.38,
1344.82, 1318.89, 1304.30, 1286.66, 1259.26, 1233.49, 1221.06, 1191.27, 1154.34,
1116.47, 1095.28, 1072.93, 1021.60, 1055.68, 963,68, 949.24, 927.40, 919.00,
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902.50, 886.70, 869.03, 799.16, 704.66, 633.70, 610.82, 566.83, 547.63, 516,38,
479.06, 445.58, 410.12

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.20 — 7.09 (m, 1H), 6.93 (s, 1H), 6.72 — 6.58 (m, 3H),
3.77 (s, 3H), 3.77 — 3.65 (m, 2H), 2.96 — 2.71 (m, 4H), 2.35 — 1.96 (m, 5H), 1.99 —
1.79 (m, 4H), 1.76 — 1.61 (m, 1H), 1.58 — 1.35 (m, 6H), 1.40 — 1.22 (m, 5H), 1.28 (s,
3H), 1.28 — 1.07 (m, 2H), 0.92 — 0.83 (m, 3H), 0.88 — 0.69 (M, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 156.28, 149.51, 142.28, 138.01, 133.80, 133.11,
126.19, 118.99, 116.25, 113.52, 113.16, 81.87, 81.81, 56.07, 50.07, 49.98, 44.02,
43.97, 43.24, 38.72, 38.64, 36.71, 36.62, 31.56, 30.58, 30.56, 29.68, 29.47, 27.27,
27.20, 26.32, 26.25, 23.12, 23.09, 22.63, 14.10, 11.06.

2-0O-estronil-3-metoxiestradiol

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.16 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.68 (dd, J =
12.5, 3.7 Hz, 2H), 5.29 (s, 1H), 3.78 (s, 2H), 3.71 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 2.96 — 2.79 (m,
3H), 2.50 (dd, J = 18.9, 8.6 Hz, 1H), 2.38 (dt, J = 12.0, 3.7 Hz, 1H), 2.27 (dd, J =
11.0, 4.5 Hz, 1H), 2.26 — 2.13 (m, 1H), 2.12 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 2.13 — 1.88 (m, 9H),
1.93 — 1.84 (m, 1H), 1.80 — 1.29 (m, 7H), 1.29 — 1.20 (m, 1H), 1.24 — 1.11 (m, 1H),
0.91 (s, 2H), 0.77 (s, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCIs) & 220.13, 156.28, 149.51, 142.28, 138.01, 138.01,
133.11, 133.80, 126.19, 118.99, 116.25, 113.16, 113.52, 81.81, 56.07, 50.07, 49.88,
48.68, 44.02, 43.97, 43.24, 38.72, 38.64, 36.71, 36.62, 35.9, 30.58, 29.68, 29.47,
27.27,27.20, 26.4, 26.32, 25.25, 23.12, 13.8, 11.06.

4-0O-estradionil-3-metoxiestradiol

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.14 (dd, J = 22.2, 4.5 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 6.59 — 6.50 (M, 2H), 3.74 (d, J = 10.3 Hz, 5H), 2.90 — 2.72 (m, 3H), 2.51 (ddd,
J=18.3,12.0, 6.9 Hz, 1H), 2.40 — 2.24 (m, 1H), 2.28 — 2.02 (m, 3H), 2.01 — 1.82 (m,
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3H), 1.82 (dt, J = 11.2, 2.9 Hz, 1H), 1.76 — 1.48 (m, 3H), 1.52 — 1.09 (m, 9H), 0.78
(d, J = 3.9 Hz, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 152.70, 152.20, 144.73, 137.80, 136.93, 136.79,
129.80, 126.1, 122.0, 114.5, 111.6, 109.8, 81.9, 81.9, 56.1, 50.1, 50.1, 44.0, 44.0,
43.24, 43.2, 38.7, 38.3, 36.7, 36.7, 30.6, 30.6, 29.7, 27.3, 26.6, 26.3, 26.3, 23.7,
23.1,23.1,11.1, 11.1.
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CONCLUSIONES

Se logro la sintesis de tres de los compuestos propuestos al principio de este
trabajo. El compuesto 8 (4-O-estronil-3-metoxiestradiol) no se pudo aislar de la

mezcla de reaccidn asi que se presume que el rendimiento fue bajo.

Sin embargo, en lo que respecta a la reactividad de los isbmeros de halogenacién
en posicion 2 y 4, se observo una clara diferencia de reactividad en la reaccion de
Ulimann. Los productos derivados del isbmero 2 muestran que este es mas reactivo
frente a la reaccion de Ullmann si comparamos los rendimientos obtenidos (5, 51.7%

y 6, 10%) comparado con 7, 10% y 8, que no se pudo cuantificar.

Asimismo, podemos observar en los rendimientos que el estradiol es un sustrato
mas reactivo en la reaccion de Ullmann comparando 5(51.7%) y 7(10%) con 6(10%)

y 8(no cuantificado).

Los experimentos realizados también mostraron que la temperatura fue una variable
importante en la reaccion de Ullmann, notablemente, incrementar la temperatura de
reaccion por encima de los 140°C comienza a tener efectos negativos sobre la
reaccion por la aparicion de reacciones secundarias que llevan a la descomposicion

del estradiol y el derivado halogenado.

Igualmente se observé que la reaccion de Blchwald-Hartwig no dio mejores
resultados que la reaccion de Ullmann, principalmente por la necesidad de usar
ligandos especificos que no se encuentran a disposicion. Esto y el hecho de que es
dificil remover los residuos de paladio del producto para su uso en pruebas clinicas,
llevo a la decision de utilizar exclusivamente la reaccion de Ullmann para la sintesis

de los productos.
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PERSPECTIVAS

e Llevar a cabo la sintesis del éter que no se pudo aislar por una ruta sintética
diferente, por ejemplo, mediante la oxidacion selectiva de uno los éteres

obtenidos.

e Continuar la investigacion de que ligandos podrian ser utilizados para

mejorar el rendimiento de la reaccion de Ullmann o la de Blichwald-Hartwig

¢ Realizar los estudios teodricos necesarios (docking molecular) para esclarecer
los detalles pertinentes a la actividad farmacologica de los compuestos

sintetizados

e Las primeras pruebas biol6gicas ya se estan realizando en el departamento
de Farmacologia, en la Facultad de Medicina de la UNAM.
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ANEXOS.

Espectros de IR

Espectros de RMN H, 3C, 2D

Espectro de masas

Visualizacion de moléculas optimizadas
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Espectro 12. Espectro de RMN 3C del 2-O-estradionil-3-metoxi estradiol
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