BENEMERITA UNIVERSIDAD AUT()NOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y CENTRO
DE QUIMICA-INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS QUIMICAS

Sintesis de derivados esteroidales con
heteroatomos de N, O y Se con actividad
antiproliferativa

TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS EN EL
AREA DE QUIMICA ORGANICA

PRESENTA
M.C. Ailed Veronica Arenas Gonzalez

DIRECTORES DE TESIS
Dra. SOCORRO MEZA REYES Dr. JOSE LUIS VEGA BAEZ

OCTUBRE 2016



Agradecimientos:

e

NACYT
CONACYT (350168) por la beca otorgada consqgvgmf de “C ¥ Tecnologia

Wiceracioio de Investigosion
v Estudios de Posgrodo

VIEP (proyectos 2015 y 2016) por los apoyos durante congresos

NACYT
CONACYT (Proyecto 256495) consefgrgmf de “C ¥ Tecnologia

prodeD

PROFOCIE
PROFOCIE y PRODEP

La Beca Mixta 2014-MZ02015 Movilidad en el Extranjero (290842) para realizar una

estancia en la:

UNIVERSIDAD DE

1?4;{ SEVILLA

A la Universidad de la Laguna, Tenerife, Espafia por las pruebas realizadas de actividad

ULL

antiproliferativa

Universidad
de La Laguna







Steroids 116 (2016) 13-19

Contents lists available at ScienceDirect

Steroids

STEROIDS*

journal homepage: www.elsevier.com/locate/steroids

Synthesis of monomeric and dimeric steroids containing [1,2,4]triazolo @)Cmmm
[1,5-a]pyrimidines

Ailed Arenas-Gonzalez ?, Luis Antonio Mendez-Delgado ?, Penélope Merino-Montiel , José M. Padrén ®,
Sara Montiel-Smith®, José Luis Vega-Baez **, Socorro Meza- Reyes **

ABenemérita Universidod Auténoma de Puebla, Facultad de Ciendas Quimicos, Ciuded Universitaria, CP 72570 Puebla, Pue, Mexico
" Bialab, Instituio Universitario de Bio-Orgdnica “Antonio Gonzdlez” (IUB0-AG), Universidad de la Logune, Cf Astrofisico Francisco Sdncher 2, 38206 La laguna, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The synthesis of several monomeric and dimeric steroidal [1,2,4]triazolo|[1,5-a]pyrimidines (TPs) derived
RL“!:“HJ ?Junﬂl 2016 from steroids are described. These derivatives were prepared from o, p-unsaturated carbonyl compounds
E‘I‘;"‘-‘J in revised form 15 September through a Claisen Schmidt cond tion and rear of the spiro moiety followed by a cycload-

dition with 3-amino-1,24-triazole. The antiproliferative activity of compounds 7, 13-15 was tested
against human cancer cells; several 1Gs, values were below 10 pM.
© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Accepted 20 September 2016

Keywords:

Steroids

Heterocyclic compounds

o f-Unsaturated ketones
Cycloaddition

[1.2.4]Triazolof 1.5-a] pyrimidine




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

CONTENIDO

Abreviaturas y acronimos 1
Lista de figuras/esquemas 3
Lista de tablas 6
Indice de compuestos heteroesteroidales sintetizados 7
Resumen 9
Capitulo I. Introduccion 12
Capitulo Il. Antecedentes 17
2.1 Sintesis de isoxazoles e isoxazolinas 19
2.2 Sintesis de triazolopirimidinas 21
2.3 Sintesis de selenoderivados 24
2.4 Estudio estructura-actividad 26
Capitulo I11. Objetivos 28
Capitulo IV. Discusion de Resultados 29

4. Analisis Quimico

4.1 Sintesis de nuevos derivados que poseen un heterociclo de

isoxazolina. 30
4.1.1 Sintesis de 3’-metil-2H-[1,2]oxazolo[5’,4’:16,17]androst-5-
en-3p-ol (19) 31
4.1.2 Sintesis de 2’H-[1,2]oxazolo[5°,4°,37:4,5,6]pregn-5-eno-
3,20-diona (23) 34
4.1.3 Sintesis de 5’-fenil-2’,5’-dihidroisoxazolo[4’,3”:16,17]estra-
37

1,3,5(10)-trien-3-ol (29)

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

4.1.4 Sintesis de las isoxazolinas 34 y 35
4.2 Sintesis de nuevos derivados esteroidales monomeéricos y

diméricos [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas.

4.2.1 Sintesis de derivados a,fB-insaturados por condensacion de
Claisen-Schmith.

4.2.2 Sintesis de derivados o,f-insaturados por rearreglo

4.2.3 Sintesis de los heterociclos de triazolopirimidinas

4.3. Sintesis de azaesteroides.
4.3.1. Sintesis de (25R)-12a-aza-homo-5a-espirostan-33-ol (56)
4.4 Sintesis de nuevos derivados selenoesteroidales.

4.4.1 Selenoheterociclos esteroidales (analogos al ebselen)

4.4.1.1 Obtencion de derivados mesilados y azidas

esteroidales
4.4.1.2 Obtencion de las aminas esteroidales

4.4.1.3 Obtencion de los selenoheterociclos esteroidales

(analogos al ebselen)

4.5 Sintesis de selenosemicarbazonas esteroidales
4. Andlisis Espectroscépico
4.6 Caracterizacion de nuevos derivados heteroesteroides.

4.6.1 Derivados de isoxazolinas esteroidales.

4.6.1.1 Caracterizacion por RMN de las cetonas a,p-

insaturadas.
4.6.1.2 Caracterizacion por RMN de oximas a,f3-insaturadas.

4.6.1.3 Caracterizacion de las isoxazolinas esteroidales

fusionadas al C-16 y C-17; entre los anillos Ay B.

4.6.1.4 Estructura del 3’-metil-2H-[1,2]oxazolo [5°,4°:16,17]

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

38

39

40

44

48

49

50

51

52

55

59

60

62



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

androst-5-en-3f3-ol (19)

4.6.1.5 Estructura del 2’H-[1,2]oxazolo[5°,4°,3":4,5,6] pregn-
5-eno-3,20-diona (23)
46.1.6 Estructura del 5’-fenil-2’,5’-dihidroisoxazolo
[4,37:16,17]estra-1,3,5(10)-trien-3-ol (29)
4.7 Caracterizacion de nuevos derivados esteroidales monomeéricos y
diméricos [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas.
4.7.1 Preparacion de las cetonas a,B-insaturadas monoméricas y
diméricas
4.7.2 Obtenciéon de los derivados monoméricos y diméricos
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas esteroidales sustituidos
o fusionados en diferentes posiciones del esqueleto
esteroidal.
4.7.2.1 Estructura del 17B-{7’-fenil[1,2,4]triazolo-[1,5-
a]pirimidil }androstan-33-ol (47)
4.7.2.2 Estructura del 3-hidroxi-7’-fenilestra-1,3,5(10)-
trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina (48)
4.7.2.3 Estructura del 7’-fenil-5a-androstano[17,16-
d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina (49)
4.7.2.4 Estructura del (25S)-3p,26-Dihidroxi-163-23-epoxi-
12-oxo-5a-colestano[23,22-d][1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidina (52)
4725 Estructura del m-{bis[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-
trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimid-7’-
il]}benceno (50)
4.7.2.6 Estructura del m-{bis[3p-hidroxi-5a.-
androstano[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimid-
7°-il]}benceno (51)

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

65

68

70

73

74

77

80

83

85

87



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

4.7.2.7 Estructura del (25R)-12a-aza-homo-5a-espirostan-
3p-ol (56)

4.8 Caracterizacion de nuevos derivados selenoesteroidales.

4.8.1 Selenoheterocilos esteroidales (analogos al ebselen)
48.1.1  Estructura del (25R)-3-(3’-oxobenzo[d][1,2]
selenazol-2’(3H)-il)espirost-5-eno (60)
4.9 Sintesis de compuestos novedosos de tipo selenosemicarbazonas
esteroidales
4.9.1.1 Caracterizacion espectroscopica del 1-(4’-metilfenil)-
4-[12”’-(5a-espirostan-3p-il)]selenosemicarbazona
(73)
4. Ensayos Antiproliferativos

Capitulo V. Desarrollo experimental.

Capitulo VI. Conclusiones.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

91

93

97

103

108

113

167



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AcOH Acido acético

Ac,0 Anhidrido acético

AX Axial

BMS Borano dimetilsulfoxido

C Concentraccion

CCF Cromatografia en capa fina
) Desplazamiento quimico en RMN
d Doble

dd Doble de dobles

ddd Doble de dobles de dobles
DMSO Dimetilsulfoxido

ec Ecuatorial

FAB Fast Atom Bombardment
Glsg 50% Growth inhibition

HREIMS High Resolution Electron Impact Mass Spectrometry

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Hz Hertz

J Constante de acoplamiento

LDA Diisopropilamida de litio

m Multiple

MHz Megahertz

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

uM Micromolar

p.f. Punto de fusién
Ppm Partes por millon
Py Piridina

RMN de '"H Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno

RMN de *C Resonancia Magnética Nuclear de Carbono

S Senal simple

sa Sefal simple ancha
t.a. Temperatura ambiente
THF Tetrahidrofurano

m/z Relacion masa/carga

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

LISTA DE FIGURAS/ESQUEMAS

Figura 1. Heterociclos esteroidales con diferentes actividades bioldgicas.

Figura 2. Algunos heterociclicos presentes en la naturaleza.

Figura 3. Compuestos heterociclicos ya sea fusionados o ligados al esqueleto esteroidal.

Figura 4. Estructura general de isoxazoles e isoxazolinas.

Figura 5. Isoxazoles bioactivos obtenidos de fuentes naturales.

Figura 6 Formas isomeras de la 1,2,4-triazolo[1,5-a] y [1,5-c]pirimidinas.

Figura 7. Estructuras de 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidinas.

Figura 8. Estructuras de los dimeros esteroidales cefalostatina 1 y ritterazina A que poseen

actividad anticancerigena.

Figura 9. Derivados de Se con interés bioldgico.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.

Esteroides neuroactivos.

Difraccion de rayos X de 25.

Derivados esteroidales [1,2,4]-triazolo[1,5-a]pirimidinas.

Obtencion de las aminas 62-64.

Selenoderivados esteroidales 60, 69, 70y 71.

Isoxazolinas esteroidales 19, 23 y 29.

Espectro de RMN de *H y *3C (400 MHz y 100 MHz, Py-ds) del compuesto 19.
Experimento HMBC del compuesto 19.

Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) del compuesto 23.

Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDClIs) del compuesto 23.

Experimento HMBC del compuesto 23.

Espectro de RMN de *H y **C (400 MHz y 100 MHz, CDCl5) del compuesto 29.
Experimento HMBC del compuesto 29.

Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) del compuesto 47.
Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) del compuesto 47.
Experimento HMBC del compuesto 47.

Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) del compuesto 48.
Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) del compuesto 48.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.
Figura 45.
Figura 46.
Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.

SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

Experimento HMBC del compuesto 48.

Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 49.
Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) del compuesto 49.
Experimento HMBC del compuesto 49.

Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 52.
Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) del compuesto 52.
Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) del compuesto 50.
Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) del compuesto 50.
Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) del compuesto 51.
Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) del compuesto 51.
Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 56.
Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) del compuesto 56.
Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) 58.

Compuestos selenoderivados sobre el nucleo esteroidal 60, 69, 70 y 71.
Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) del compuesto 60.
Espectro de RMN de **C (500 MHz, CDClIs) del compuesto 60.
Experimento HSQC de 60.

Experimento HMBC de 60.

Espectro de RMN de *H (500 MHz, CD5Cl) del compuesto 73.
Espectro de RMN de **C (500 MHz, CD3Cl) del compuesto 73.
Experimento HSQC de 73.

Experimento HMBC de 73.

Resultados del ensayo de antiproliferacion.

Resultados del ensayo de antiproliferacion.

Esquema 1. Sintesis del carboxaldehido 5 y su cicloadicion a la isoxazolina 6.

Esquema 2. Sintesis de Danazol 9.

Esquema 3. Sintesis de 7’-aril-androstano[17,16,d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas (13).

Esquema 4. Sintesis de la isoxazolina 19.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

Esquema 5. Mecanismo de formacion del compuesto 18.

Esquema 6. Mecanismo de formacion del compuesto 19.

Esquema 7. Sintesis de isoxazolinas por Sato.

Esquema 8. Sintesis de la isoxazolina 23.

Esquema 9. Mecanismo de formacion del compuesto 23.

Esquema 10.
Esquema 11.
Esquema 12.
Esquema 13.
Esquema 14.
Esquema 15.
Esquema 16.

Esquema 17

Sintesis de la isoxazolina 29.

Sintesis de las isoxazolinas 34 y 35.

Sintesis de los derivados bencilidenos 25, 37 y 38.
Sintesis de las cetonas o, p-instauradas diméricas 39 y 40.
Obtencion de la tigogenina 42.

Mecanismo para la formacion de 42.

Sintesis de la cetona o, 3-insaturada 46.

. Procedimiento general para la sintesis de los derivados [1,2,4]-triazolo[1,5-

a]pirimidinas.

Esquema 18
heterociclo.

Esquema 19.
Esquema 20.
Esquema 21.
Esquema 22.
Esquema 23.
Esquema 24.
Esquema 25.
Esquema 26.
Esquema 27.

. Reaccion del derivado carbonilico a,B-insaturado 53 para la obtencion de

Sintesis del 12-azaesteroide 56.

Sintesis de la formacion de un heterociclo con selenio 60.

Obtencién del cloruro de 2-cloroselenobenzoilo 68.

Mecanismo para la formacion de 60.

Ruta sintética para obtener las selenosemicarbazonas.

Obtencion de las selenosemicarbazidas 83-85.

Obtencion de las selenosemicarbazonas 73-76.

Mecanismo propuesto para la obtencion de las selenosemicarbazonas.

Sintesis del compuesto 86.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Desplazamientos quimicos de ‘H y *C-RMN de los carbonilicos o,B-
insaturados.

Tabla 2. Datos mas importantes de RMN de *H y **C para los compuestos 18, 22 y 27.
Tabla 3. Datos més importantes de *H y **C-RMN (CDCls, & en ppm) e IR (cm™) de las
cetonas a,B-insaturadas 37, 25, 38, 39 y 40.

Tabla 4. Datos mas importantes de RMN de *H y **C para el compuesto 46.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de *H y **C-RMN (8, ppm, 500 MHz y 125.7 MHz,
CDCls) e IR (cm™) de los compuestos [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas.

Tabla 6. Datos seleccionados de RMN de *H y **C de los compuestos 58, 87, 88 y 89
(CDCls3, 6 en ppm).

Tabla 7. Datos seleccionados de RMN de *H y **C de los compuestos 61, 65, 70 y 75
(CDCls3, 6 en ppm).

Tabla 8. Desplazamientos de RMN (8, ppm) de *H (CDCls, 500 MHz) y *C (CDCls, 125
MHZz) de los derivados 60, 69 y 71.

Tabla 9. Datos de *H-RMN de los compuestos 73-76 (8, ppm).

Tabla 10. Datos de **C-RMN de los compuestos 73-76 (&, ppm).

Tabla 11. Actividad antiproliferativa (Glsg, pM) frente a lineas celulares de tumores
s6lidos humanos.

Tabla 12. Actividad antiproliferativa (Glso, UM) frente a lineas celulares de tumores

solidos humanos.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

INDICE DE COMPUESTOS
HETEROESTEROIDALES SINTETIZADOS

NH o HN—O

HO o HO "

19 O—NH 53 29

52

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

10

60

75

76

T
H3c©/

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

RESUI\/IEN

n la presente tesis doctoral se describe la sintesis y evaluacion antiproliferativa de

nuevos derivados esteroidales con heterociclos con distintos heteroatomos como

nitrégeno, oxigeno que se encuentran fusionados o sustituidos en diferentes
posiciones de los anillos A-D o de la cadena lateral del nucleo esteroidal, procedentes de
diversos esqueletos esteroidales. Ademas de selenoesteroides que son compuestos que
contienen heterociclos o una cadena con selenio en C-3.

Numerosos heteroesteroides han sido sintetizados y estudiados por sus importantes
actividades biol6gicas que han mostrado, por ejemplo antitumoral, antiproliferativa,
citotoxica, entre otras. Ya que es conocido que la modificacion del esteroide por reemplazo de
uno o mas atomos de carbono o insercién de un heterociclo pueden alterar dichas propiedades.

Se obtuvieron diferentes esteroides con heterociclos como oxazolinas,
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas monoméricos y diméricos, azaesteroides, selenoderivados,
ademas de selenosemicarbazonas esteroidales.

Para la sintesis de los compuestos obtenidos se utilizaron diversas materias primas
como 17a-hidroxipregnenolona, estrona, pregnenolona, hecogenina, tigogenina vy
esmilagenina.

Para la obtencion de los nuevos derivados que poseen un heterociclico de isoxazolinas
fue necesario formar un sistema carbonilico a-B-insaturadas y/o una oxima para llevar a cabo

la ciclacion y formacion de las oxazolidinas.
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Por otra parte, se describe la sintesis de derivados esteroidales [1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidinas monoméricos y diméricos. Los derivados se prepararon formando primero los
derivados de carbonilos a,B-insaturados a través de una condensacion de Claisen Schmidt, los
monomeros se obtuvieron con benzaldehido mientras que los dimeros con isoftaldehido. En
seguida el tratamiento con 3-amino-1,2,4-triazol para formacion de los heterociclos esperados
de triazolopirimidinas.

Ademés se ha llevado a cabo la obtencion del 12-azaesteroidal a partir de la
hecogenina formando primero la oxima seguido de un reordenamiento de Beckmann que
condujo a la lactama y la reduccion de ésta genero el azaesteroide.

Fue interesante la preparacion de selenoderivados esteroidales con analogos al ebselen.
Se utilizaron diversas sapogeninas en la obtencion de estos derivados. Se llevo a cabo primero
la mesilacién del hidroxilo en C-3 y posterior transformacion a la azida, seguida de una
reduccién para formar la amina correspondiente, que al ser tratado con 2-cloroselenobenzoilo
generd la benzoselenazolona esteroidal.

Las selenosemicarbazonas esteroidales se obtuvieron por condensacion de
selenosemicarbazidas con el grupo carbonilo de las sapogeninas.

Muchos derivados con heteroatomos en ciclos o en cadenas han mostrado tener
actividades bioldgicas diversas, por ejemplo actividad antiproliferativa, antioxidantes, entre
otras.

Se llevaron a cabo estudios de actividad antiproliferativa frente a diversas lineas
celulares de cancer a derivados de isoxazolina, [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas y

selenoderivados.
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ste trabajo de doctorado describe la preparacion de diversos heterociclos
esteroidales fusionados o sustituidos en diferentes posiciones del esqueleto
esteroidal; debido a las importantes propiedades bioldgicas y farmacoldgicas que exhiben;

estos nuevos derivados podrian tener un amplio abanico de aplicaciones, en diversas areas.

Los esteroides han sido uno de los principales focos de investigacion a lo largo de la
historia cientifica." Son una clase importante de compuestos naturales y sintéticos, que han
mostrado diferentes propiedades biolégicas,? por lo que pueden actuar como farmacos para el
tratamiento de diversas enfermedades® incluyendo: las cardiovasculares,” insuficiencias
suprarrenales,” trastornos autoinmunes,® infecciones fiingicas y microbianas,”® entre otras.
También se han preparado diversos derivados esteroidales como agentes anticancerigenos:
para el tratamiento de la leucemia,® cancer de mama® y préstata'® asi como en el tratamiento de

tumores cerebrales.!

! Monhareb, R. M.; Wardakhan, W. W.; Elmegeed, G. A.; Ashour, R. M.S. Steroids 2012, 77, 1560-1569.

2 a) Mensah-Nyagan, A. G.; Meyer, L.; Schaeffer, V.; Kibaly, C.; Patte-Mensah, C. Psychoneuroendocrino 2009,
34, 169-177. b) Ibrahim-Ouali, M. Steroids 2007, 72, 475-508. c) Bhatti, H. N.; Khera, R. A. Steroids 2012, 77,
1267-1290.

¥ Bansal, R.; Guleria, S.; Thota, S.; Bodhankar, S. L.; Patwardhan, M.R.; Zimmer, C.; Hartmann, R. W.; Harvey
A. L. Steroids 2012, 77, 621-629.

* Dubey, R. K.; Oparil, S.; Imthurn, B.; Jackson, E. K. Cardiovasc. Res. 2002, 53, 688-708.

® Bhatti, H. N.; Khera, R. A. Steroids 2012, 77, 1267-1290.

® Auci, D. L.; Reading, C. L.; Frincke, J. M. Autoimmun. Rev. 2009, 8, 369-372.

7 Jursic, B. S.; Upadhyay, S. K.; Creech, C. C.; Neumann, D. M. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 7372-7375.
8 Banday, A. H.; Zargar, M. |.; Ganaie, B. A. Steroids 2011, 76, 1358-1362.

% a) Billich, A.; Nusshaumer, P.; Lehr, P. J. Steroid Biochem. 2000, 73, 225-235. b) Saha, P.; Fortin, S.; Leblanc,
V.; Parent, S.; Asselin, E.; Bérubé, G.; Steroids 2012, 77, 1113-1122. c¢) Bansal, R.; Guleria, S.; Thota, S.;
Hartmann, R. W.; Zimmer, C. Chem. Pharm. Bull. 2011, 59, 327-331.

19 Gauthier, S.; Martel, C.; Labrie, F. J. Steroid Biochem. 2012, 132, 93-104.

11p J. Sheridan, K. Blum, M.C. Trachtenberg. Marcel Dekker Inc 1988, 289-564.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016 12




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

Estd comprobado que numerosas propiedades biolégicamente importantes de diversos
esteroides modificados depende de las caracteristicas estructurales del sistema esteroidal y de
la cadena lateral.** Las diversas modificaciones a los grupos funcionales presentes en la
estructura esteroidal han generado un estudio interesante de relaciones estructura-

actividad. ™

La quimica de los esteroides ha motivado una extensa investigacion a través de
décadas y una, revision exhaustiva en la sintesis de nuevos esteroides bioactivos recientemente
se publicé una.® En particular, la sintesis de esteroides que contienen un heterodtomo o un
anillo heterociclico unido o fusionado al esqueleto esteroidal ha atraido la atencion de muchos
grupos de investigacién debido a que presentan propiedades bioldgicas.*® En lo que a esto
respecta, diversos autores han reportado que ademas de la actividad hormonal tipica que
poseen los esteroides, la introduccion de heterociclos sobre la estructura del esteroide ha dado
como resultado compuestos con actividad antimicrobiana, antioxidante y antiinflamatoria,
entre otros.!” Ademas, de forma relevante se puede mencionar que diferentes heterociclos
esteroidales han mostrado  actividad anticancerigena en diversas lineas celulares,®
funcionando también como inhibidores de enzimas implicadas en el cancer de mama y de

prostata.

12 a) Salvador, J. A. R.; Carvalho, J. S.;. Neves, M. A. C.; Silvestre, S. M.; Leitdo, A. J.; Silva, M. M. C.; Sa e
Melo, M. L. Nat. Prod. Rep. 2013, 30, 324-374. b) Yu, B.; Shi, X. J.; Ren, J.; Sun, X. N.; Qi, P. P.; Fang, Y.; Ye,
X. W.; Wang, M. M.; Wang, J. W.; Zhang, E.; Yu, D. Q.; Liu, H. M. Eur. J. Med. Chem. 2013, 66, 171-179. c)
Yu, B.; Sun, X. N.; Shi, X. J.; Qi, P. P.; Fang, Y.; Zhang, E.; Yu, D. Q.; Liu, H. M. Steroids 2013, 78, 1134—
1140.

3 Singh, R.; Panda, G. Tetrahedron 2013, 69, 2853-2884.

' Frank, E.: Schneider, G. J. Steroid Biochem. 2013, 137, 301~ 315.

> Hanson, J. R.; Nat. Prod. Rep. 2010, 27, 887-899.

18 3) Kovécs, D.; Kadér, Z.; Métyan, G.; Schneider, G.; Wolfling, J.; Zupké, 1.; Frank, E. Steroids 2012, 77,
1075-1085. b) Haung, L. H.; Zheng, Y. F.; Song, C. J.; Wang, Y. G.; Xie, Z. Y.; Lai, Y. W.; Lu, Y. Z,; Liu, H. M.
Steroids 2012, 77, 367-374.

17°2) Rapi, G.; Ginanneschi, M.; Chelli, M.; Chimichi, S. Steroids 1985, 46, 665-676. b) Abdelhalim, M. M.; El-
Saidi, M. M.T.; Rabie, S. T.; EImegeed, G. A. Steroids 2007, 72, 459-465.

18 3) Al-Mohizea, A. M.; Al-Omar, M. A.; Abdalla, M. M.; Amr, A.G. E. Int. J. Biol. Macromol. 2012, 50, 171-
179. b) Abdelhalim, M. M.; Kamel, E. M.; Rabie, S. T.; Mohamed, N. R. Steroids 2011, 76, 78-84.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

Otros derivados que han mostrado actividad farmacoldgica importante, son los dimeros
esteroidales, una familia especial de compuesto ha llamado la atencién de varios grupos de
investigacion.'® Por otro lado, son pocos los derivados esteroidales que poseen selenio en su
estructura.?’ Recientemente en nuestro grupo de investigacion se ha descrito la sintesis de una

selenourea esteroidal con propiedades antioxidantes y anticancerigenas (figura 1).**

R |
R=OAc, Cl, H N.
NH
_Ar
S)\N Ar=p-tolil 0
H
[Actividad antiinflamatoria J
(o] [ Actividad anticancerigena}
Y—cH,
N—N
|
Ar
Ph_ 8
PN NTON
F3C O H H
[Actividad anti ig i xidanm}

Figura 1. Heterociclos esteroidales con diferentes actividades bioldgicas.

En vista de estas observaciones resulta de gran interés la busqueda de esteroides
modificados, que presentan mayor actividad biolégica que los ya reportados y que contribuyan

al descubrimiento de nuevos farmacos esteroidales. Mas selectivos y con menores efectos

secundarios.

19°3) Li, Y.; Dias, J. R.; Chem. Rev. 1997, 97, 283—304. b) Nahar, L.; Sarker, S. D.; Turner, A. B. Curr. Med.
Chem. 2007, 14, 1349-1370.

20 3) Segaloff, A.; Gabbard, R. B.; Steroids 1965, 5, 219-240. b) Fernandez-Herrera, M. A.; Sandoval-Ramirez, J.;
Sanchez-Sanchez, L.; Lopez-Mufioz, H.; Escobar-Sanchez, M. L. Eur. J. Med. Chem. 2014, 74, 451-460.

2! Romero-Hernandez, L. L.; Merino-Montiel, P.; Montiel-Smith, S.; Meza-Reyes, S.; Vega-Béez, J. L.; Abasolo,
I.; Schwartz Jr., S.; Lopez, O.; Fernandez-Bolafios, J. G. Eur J Med Chem 2015, 99, 67-81.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se, CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

Con base en las numerosas propiedades que muestran los compuestos heterociclos
esteroidales, los dimeros esteroidales, asi como los selenoderivados, en este trabajo se

sintetizaron compuestos esteroidales y se probo su actividad antiproliferativa.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II
DE N, O, Se CON ACTIVIDADA NTIPROLIFERATIVA ANTECEDENTES

| crecimiento de la industria farmacéutica y su interés por encontrar nuevos y

mejores farmacos, ha traido consigo la bdsqueda de nuevas estructuras
heterociclicas. Para ello, una opcion ha sido el uso de este grupo de compuestos que presentan
una gran diversidad de propiedades farmacoldgicas por lo que su sintesis y transformacién se
ha convertido en un tema de interés. Los compuestos heterociclicos constituyen un amplio
grupo de compuestos organicos que son importantes no sélo por su abundancia, sino debido a
que poseen diversas actividades bioldgicas. En la naturaleza podemos encontrarlos en
vitaminas, antibioticos y alcaloides (figura 2), otros han sido sintetizados y utilizados en

productos farmacéuticos, colorantes y herbicidas, entre otros.

OCH;
e o HaCxy-CHs EHS o HaC | \\CHa
3C N
/N—< N\N/&O </ | \]? N/ H
HC 0~ N N N
3 _ ) CH3 48\« OMe
CHs H3C o) ° X
Dimetilan Cafeina
Esomeprazol

0
7]/"‘ T s NaO;S NNy HN
d CHs N ! H NH
N CH, N H
o) : o)

’
’

COOH S,
Q /\/\

. P COOH
Nucleo de las penicilinas Tartrazina SO3Na Biotina

Figura 2. Compuestos heterociclicos presentes en la naturaleza.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA ANTECEDENTES

En esta blsqueda de nuevos compuestos con mejores propiedades terapéuticas que
puedan funcionar como farmacos para las diferentes enfermedades que existen, se han
realizado modificaciones en la cadena lateral de los esteroides, asi como en los diferentes
anillos del sistema tetraciclico, ademés de la transformacion o insercién de distintos grupos
funcionales.?

En particular, se han introducido al nucleo esteroidal heterociclos como isoxazoles,

isoxasolinas, tiazoles, tiadiazoles, pirimidinas, imidazoles, entre otros® (figura 3).

Figura 3. Compuestos heterociclicos ya sea fusionados o ligados al esqueleto esteroidal.

22 E|-far, M.; Elmegeed, G. A.; Eskander, E. F.; Rady, H. M.; Tantawy, M. A.; Eur. J. Med. Chem. 2009, 44,
3936-3946.

2 Mori, D.; Kimura, Y.; Kitamura, S.; Sakagami, Y; Yoshioka, Y.; Shintani, T.; Okamoto, T.; Ojika, M. J. Org.
Chem. 2007, 72, 7190-7198.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA ANTECEDENTES

En este contexto, la sintesis de compuestos heterociclicos esteroidales representa una
alternativa atractiva para la generacion de nuevos farmacos, por lo que a continuacion se

describen algunas metodologias para la obtencion de este tipo de compuestos.

2.1 Sintesis de isoxazoles e isoxazolinas

Entre los compuestos heterociclicos de cinco miembros que contienen oxigeno-
nitrdgeno (O, N) se encuentran las isoxazolinas e isoxazoles, pertenecen a la familia de los
azoles (figura 4). Estos compuestos son de gran interés y juegan un rol importante en la
sintesis de moléculas biolégicamente activas con propiedades farmacoldgicas tales como:
antitumorales, hipocolesterolémicos, anti-HIV, antifangicos, antibacterianos, antiinflamatorios

y recientemente se ha descrito que exhiben actividades antiproliferativas®* 2> %.

1
2
O\N

Isoxazol Isoxazolina

R, R', R" = H, alquil, aril 6 cadena esteroidal

Figura 4. Estructura general de isoxazoles e isoxazolinas.

Son pocos los ejemplos de estos heterociclos aislados de fuentes naturales; entre estos
se puede destacar el acido iboténico y muscimol aislados a partir del hongo Amanita muscaria,
Amanita pantherina y Amanita cothurnata (Agaricaceae).”’ Estos compuestos mostraron

actividad sobre el sistema nervioso central.?®

24 Camoutsis, Ch.; Nikolaropoulos, S. J. Heterocycl. Chem. 1998, 35, 731-759.

% Drach, S. V.; Litvinovskaya, R. P.; Khripach, V. A. Chem. Heterocycl. Compds. 2000, 36, 233-255.

% Banday, A. H.; Singh, S.; Alam, M. S.; Reddy, D. M.; Gupta, B. D.; Kumar, H.M. S. Steroids 2008, 73, 370—
374.

2" Hall, A. H.; Spoerke, D. G.; Rumack, B. G. Pediatr. Rev. 1987, 8, 291-298.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II

DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA ANTECEDENTES
( 1\
HOOC
/° NH, /° NH,
N \ | N \ |
HO HO
acido iboténico Muscimol

A J

Figura 5. Isoxazoles bioactivos obtenidos de fuentes naturales.

En cuanto a la sintesis de estos heterociclos, el grupo de Bandy y col. %

reportd una
sintesis facil para obtener derivados de isoxazolina a partir del 17-oxoandrostano 1 por una
reaccion tipo Knoevenagel en la cadena lateral del anillo D (esquema 1), en la transformacion
al derivado 2 a partir de acetato de dehidroepiandrosterona, seguida de una reduccion del
grupo éster a,B-insaturado. La cicloadicién se llevd a cabo a través del intermedio aldehido

olefinico 5 que condujo a la sintesis de nuevos derivados de isoxazolina 6 en la cadena lateral.

nc_H
COOEt OH
H
NCCH,COOEt, AcOH NaBH,,IMeOH DHP/p-TSA
_— =
AcNH,/Tolueno (98 %) DCM
(90%) (95%)
AcO
CHO
OTHP
DIBALITqueno -
—_—
78 °c
(50%)

Esquema 1. Sintesis del carboxaldehido 5 y su cicloadicion a la isoxazolina 6.

% (a) Jellestad, F. K.; Grahnstedt, S. Br. Res. 1985, 340, 229-234. (b) Gussin, H. A.; Tomlinson, I. D.; Little,
D.M.; Warnement, M. R.; Qian, H.; Rosenthal, S. J.; Pepperberg, D. R. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 15701-
15713.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA ANTECEDENTES

El danazol es un derivado sintético de la etisterona 7, fue el primer farmaco para tratar
especificamente la endometriosis a principios de 1970. Se sintetizé a partir de 7 a través de
una condensacion de Claisen con formiato de etilo, seguido de la formacién de la oxima vy el

cierre del anillo de isoxazol con hidroxilamina®® (esquema 2).

OH OH
o |
ncooet MO __NHOH _
NaOMe
(o] (0]
Etisterona (7) 8) Danazol (9)

Esquema 2. Sintesis de Danazol 9.

2.2 Sintesis de triazolopirimidinas
La fusion de un anillo 1,2,4-triazol con un anillo pirimidinico da lugar a la formacién de
heterociclos nitrogenados biciclicos denominados 1,2,4-triazolopirimidinas, los cuales se
dividen en familias diferentes de isémeros como: 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidinas, 1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidinas (figura 6).

De estas familias isdmeras, las 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidinas son de las méas estables
termodinamicamente y algunas de ellas son comerciales, razén por la cual se han estudiado

con mas profundidad.

a) b)

_N A\, —N
@ \> N N \>
Ny SN K/‘%N

Figura 6. Formas isomeras de la 1,2,4-triazolo[1,5-a] y [1,5-c]pirimidinas

29 Balogh, G.; Csizér, E.; Ferenczy, G. G.; Halmos, Z.; Herényi, B.; Horvath, P.; Lauko, A.; Gordg, S.
Pharmaceut. Res. 1995, 12, 295-298.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA ANTECEDENTES

Las triazolopirimidinas (TPS) son compuestos analogos a la purina, han sido
ampliamente investigados e identificados por presentar un amplio espectro de propiedades
bioldgicas y farmacoldgicas (figura 7). Esto hace posible usar estos compuestos en medicina y

agricultura.*

/\N/\ (o]
(o)
N —N
— N
=

N N

H
Trapidil Terramicina

Figura 7. Estructuras de 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidinas.

Li-Hua y col.®* describieron la preparacién de nuevos heterociclos esteroidales que
contienen una 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidina 7-aril sustituida o fusionada en las posiciones 16,
17 del nucleo esteroidal (esquema 3). Los compuestos obtenidos han sido evaluados contra
diferentes lineas celulares de cancer humano: PC-3 (carcinoma prostatico humano), MCF-7
(carcinoma de mama humano) y EC9706 (carcinoma del es6fago humano).

% Astakhov, A. V.; Chernyshev, V. M. Chem. Heterocycl. Comp. 2014, 50, 319-326.

%1 3) Huang, L.H; Zheng, Y.F.; Song, C.J.; Wanga, Y.G.; Xie, Z.Y.; Lai, Y.W.; Lu, Y.Z.; Liu, H.M. Steroids
2012, 77, 367-374. b) Huang, L.H.; Zheng, Y.F.; Song, C.J.; Wanga, Y.G.; Xie, Z.Y.; Lai, Y.W.; Lu, Y.Z,; Liu,
H.M. Steroids 2012, 77, 710-715.
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CAPITULO II

SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
ANTECEDENTES

DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

ArCHO, KFI/AI,O,

EtOH 2y
R

R = Cl, NO,, Br, F, OMe, C(CH3);,N O
_/

HO
1

Esquema 3. Sintesis de 7’-aril-androstano[17,16,d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas (13).

Por otra parte, compuestos esteroidales diméricos como la cefalostatina 1 y la
ritterazina A produjeron nuevas expectativas, ya que resultaron ser altamente activos (figura
8), por lo cual se han sintetizado y evaluado compuestos con estructuras analogas.®*

Cefalostatina 1

Ritterazina A

%2 Moser, B. R.; J. Nat. Prod. 2008, 71, 487-491.
% Kou, Y.; Cheun, Y.; Koag, M. C.; Lee, S. Steroids 2013, 78, 304-311.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II
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Figura 8. Estructuras de los dimeros esteroidales cefalostatina 1 y ritterazina A que poseen

actividad anticancerigena.

2.3 Selenoderivados
Otros derivados que tienen gran interés y que han mostrado actividad bioldgica

importante son aquellos compuestos que poseen selenio en su estructura.

El selenio es un micronutriente importante que se encuentra en los suelos y que
normalmente entra en la cadena alimentaria a través de las plantas, de modo que se incorpora
al organismo mediante la ingesta de diferentes alimentos entre los que se incluyen cereales,
legumbres, verduras, carne y marisco.®* Desde un punto de vista quimico, el selenio es
analogo al azufre, sin embargo, ambos elementos presentan una serie de diferencias, puesto
que el selenio posee un mayor caracter metalico que el azufre, y por consiguiente es menos
electronegativo, a la vez que mas nucledfilo que el azufre debido a su mayor caracter
polarizable.®® En el organismo, el selenio se encuentra en algunas proteinas de manera natural
como la glutation peroxidasa (GPx); que actia como un mecanismo de defensa contra el estrés
oxidativo, debido precisamente a la presencia de selenio en el centro activo, y a su implicacién

en procesos redox con especies de tipo ROS.*

Estudios epidemioldgicos y clinicos llevados a cabo con derivados organoselénicos en
humanos, asi como ensayos de laboratorio, apoyan el papel preventivo del selenio frente al
desarrollo del cancer. Los resultados han demostrado que un suplemento de selenio en la dieta
inhibe la proliferacién de células cancerigenas, induce la apoptosis de las células tumorales,
suprime la metéstasis en animales y reduce en humanos el riesgo de cancer de prostata, de
pulmén, de mama y colorrectal.®” Se ha demostrado que tanto la dosis como la forma quimica

en la que se administre el selenio son factores criticos en la respuesta celular.® *°,

% Ramoutar, R. R.; Brumaghim, J. L. Cell. Biochem. Biophys. 2010, 58, 1-23 y referencias contenidas.

% Witzack, Z. J.; Czernecki, S. Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 1998, 53, 143-199.

% Battin, E. E.; Brumaghaim, J. L. Cell. Biochem. Biophys. 2009, 55, 1-23.

3" Chen, Y.C.; Prabhu, K. S.; Mastro, A. M. Nutrients 2013, 5, 1149-1168.

% Ip, C.; EI-Bayoumy, k.; Upadhyaya, P.; Ganther, P.; Vadhanavikit, S.; Thompson, H. Carcinogenesis 1994, 15,
187-192.

%9 3) Grek, C. L.; Tew, K. D. Curr Opinion Pharmacol 2010, 10, 362-368. b) Cilla, A.; De Palma, G.; Lagarda,
M. J.; Barbera, R.; Farré, R.; Clemente, G.; Romero, F. Ann. Nutr. Metab. 2009, 54, 35-42.
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Los compuestos organoselénicos han mostrado una mayor actividad anticancerigena en
comparacion con sus isésteros de azufre. De este modo, compuestos como el ebselén (2-fenil-
1,2-bencisoselenazol-3-[2H]-ona), selenosemicarbazonas, selenoureas y selenoheterociclos,

entre otros son considerados potenciales agentes anticancerigenos.

X
N A
(HO)/O\/ > )J\N/ '

n

(o) X=8, Se
Ar= Fenilo, Naftilo OH

Selenosemicarbazonas (15) HO
/N
Se

HO
Ebselén (14) Selenoureas (16)

ZTI
ZI

\”/\R

R=Alquil, aril

Figura 9. Derivados de Se con interés bioldgico.

El ebselén es un compuesto organoselénico que actia como mimético de las enzimas
glutation peroxidasa y de la fosfolipido-hidroperoxido-glutation peroxidasa eliminando
hidroperéxidos y lipoperéxidos.”® Recientemente se ha demostrado también que el ebselén
acta como un mimético de sales de litio en el tratamiento del trastorno bipolar.*! Las
selenosemicarbazonas que destacan como inhibidores de la a-glucosidasa y como agentes
antirradicalarios y antiproliferativos;** selenoureas, potentes miméticos de la GPx y buenos
agentes antioxidantes y antiproliferativos.”® En este contexto, existe un nimero reducido de

selenoderivados esteroidales descritos en la literatura.

“0°3) Miiller, A.; Cadenas, E.; Graf, P.; Sies, Biochem. Pharmacol. 1984, 33, 3235-3239. b) Maiorino, M.; Roveri,
A.; Coassin, M.; Ursini, F. Biochem. Pharmacol. 1988, 37, 2267-2271.

4 Singh, N.; Halliday, A.C.; Thomas, J.M.; Kuznetsova, O.; Baldwin, R.; Woon, E.C.Y.; Aley, P.K;
Antoniadou, |.; Sharp, T.; Vasudevan, S.R.; Churchill, G.C. Nature Commun 2013, 4, 2320-2326.

*2 Calcatierraet, V.; Lopez, O.; Fernandez-Bolafios, J. G.; Plata, G. B.; Padrén J. M. Eur. J. Med. Chem. 2015, 94,
63-72.

A, Marset-Castro, 2014, Sintesis de nuevos antioxidantes derivados del hidroxitirosol. Interacciéon con
ciclodextrinas.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO II
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA ANTECEDENTES

En cuanto a los analogos del ebselen y selenosemicarbazonas esteroidales descritos en
el presente trabajo, no se encuentran ain reportes en la bibliografia.

2.4 Estudio estructura-actividad
Como consecuencia del intenso proceso de busqueda de nuevos heterociclos esteroidales se
han podido establecer algunas consideraciones generales sobre la relacion estructura-actividad.
Estos estudios incluyen diversos sustituyentes en los cuatro anillos del nicleo esteroidal,
variaciones en las cadenas laterales, expansiones y contracciones de anillos y el agregado de
anillos adicionales que han sido tema de algunos trabajos de revision.

Compuestos con un grupo morfolino en 23 o grupos piperidino en 23 o 163 son
comerciales, por ejemplo ORG20599 y ORG-NC-45 (neurobloqueador muscular). El
desarrollo de este tipo de analogos como potenciales agentes terapéuticos y/o anestésicos

presenta un interés evidente (figura 10).

H

ORG20599 Bromuro de Vecuronio
(ORG-NC-45)

Figura 10. Esteroides neuroactivos.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO III
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA OBJETIVOS

Objetivo General

¢ El objetivo general de la presente tesis doctoral es sintetizar y caracterizar diversos
heterociclos esteroidales fusionados o sustituidos a diferentes posiciones del esqueleto

esteroidal, con objeto de obtener derivados con actividad antiproliferativa.

Objetivos particulares

*

Preparar nuevos heterociclos esteroidales que contengan nitrégeno, oxigeno o selenio.

¢ Modificar o desarrollar metodologias sintéticas que permitan generar intermediarios

utiles para la sintesis de derivados heterociclicos esteroidales.

¢ Sintetizar derivados esteroidales que posean una selenosemicarbazona en su estructura,

con objeto de llevar a cabo un analisis de estructura-actividad

+ Realizar evaluaciones biologicas de los compuestos obtenidos en el presente trabajo.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

28



A,

CAPITULO IV
DISCUSION DE
RESULTADOS

-«



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

4. ANALISIS QUIMICO

4.1 SINTESIS DE NUEVOS DERIVADOS QUE POSEEN UN
HETEROCICLO DE ISOXAZOLINA.

os anillos heterociclicos con oxigeno o nitrégeno forman parte de estructuras de
especial interés tanto en sintesis como en quimica médica, y estdn presentes
ademas en un gran ndmero de compuestos bioactivos. Dentro de la gran diversidad de
heterociclos, los isoxazoles e isoxazolinas son dos grupos de estructuras orgénicas de igual

interés, que poseen importancia tanto quimica como bioldgica.

En este capitulo se describe la sintesis de una serie de derivados esteroidales
conteniendo como sustituyente o fusionado sobre el anillo A-D un heterociclo de isoxazolina

utilizando como precursores diferentes oximas a,f-insaturadas esteroidales.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.1 Sintesis de 3°-metil-2H-[1,2]oxazolo[5’,4:16,17]androst-5-en-3p-o0l (19)

En primer lugar se sintetizé el derivado de isoxazolina esteroidal 19. La metodologia para su

obtencion se muestra en el esquema 4.

NOH

NH,OHHCI MeONa
R ——

CH,COONa MeOH

AcO (18) HO (19)

Esquema 4. Sintesis de la isoxazolina 19.

Primero se realiz6 la formacion de la oxima a,B-insaturada 18 a partir del diacetato de
la 17a-hidroxipregnenolona (17), siguiendo la metodologia reportada en la literatura.** La
reaccion se llevé a cabo utilizando NH,OHHCI, CH3COONa, en EtOH a reflujo por un
tiempo de 2 horas obteniéndose con un rendimiento de 90%. ElI mecanismo propuesto para la
formacion de 18 (esquema 5) involucra la deslocalizacion electronica del par de electrones del
oxigeno con el doble enlace de la imina seguido de una eliminacion del grupo acetato para la
formacion del intermediario i después la base extrae el protdon llevandose a cabo una

deslocalizacion para formar la oxima o,f3-insaturada.

N=\OH NOH
Voo

- +
(L H  cH,co0 Na

AcO . AcO

Esquema 5. Mecanismo de formacion del compuesto 18.

* Banday, A. H.; Akram, S.M.M.; Shameem, S. A.; Steroids 2014, 84, 64-69.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

La oxima a,B-insaturada 18 en condiciones basicas (MeONa en MeOH anhidro)
conduce al compuesto de isoxazolina 19. La mezcla se mantuvo en agitacion, a temperatura
ambiente y fue monitoreada por CCF hasta completar la conversion de la materia prima
(aproximadamente 10 min.). La purificacion del producto se realizé por cromatografia en
columna utilizando una mezcla hexano/AcOEt (8:2) proporcionando el heterociclo de
isoxazolina 19 sobre el anillo D de nucleo esteroidal en un rendimiento moderado de 75%.

A continuacion se propone el mecanismo de reaccion para la obtencion de la oxazolina
(19) (esquema 6), que consiste en la extraccion del proton de la oxima 18 en medio basico y
formacion del intermediario i que posteriormente reacciona con el doble enlace C=C que es
desplazado hacia en doble enlace C=N y formacion de ii el cual se neutraliza con metanol y

formacion de la oxazolina 19.

/N\? Q‘\o—
H \ J
/—\_ )
MeO Na
HO HO i
18
MeO—H
N‘j NH
- I
o} o}
HO i HO 19

Esquema 6. Mecanismo de formacion del compuesto 19.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

En 1965 Sato y col.” reportaron la sintesis de un isémero de la isoxazolina 19
utilizando diversas condiciones de reaccion; los datos: para el derivado Va descritos son: p.f.
261-263°C; [a]3° -64 (c 0.39, CHCI3); para el derivado Vb: p.f. 201-203°C (esquema 7).

=N

AcO AcO RO
|
() M, R=0 (Va) R=H
_CHj3
R'=N (Vb) R=Ac
CH,
(M), R =NOH
R'=N

“CH,

(IVa), R = NOH

® _CHa.!
R=N__2

\_CH;

CH,3

(IVb), R=0

R'=ClI
Esquema 7. Sintesis de isoxazolinas por Sato.

La isoxazolina 19 obtenida en nuestro laboratorio presentd datos fisicos diferentes a los
reportados para Va que a continuacion se muestran: p.f. 190-192°C; [«]3° -78.2 (c 0.1,
CHCI5). Que nos confirma que la estructura de Sato es diferente a la obtenida en éste trabajo.

** Sato, Y.; Kaneko, H.; Heterocyclic Steroids 1965, 5, 279-287.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.2 Sintesis de 2°H-[1,2]oxazolo[5°,4°,3°:4,5,6]pregn-5-eno-3,20-diona (23)

La sintesis de la oxazolina 23 fusionada a los anillos A y B del nucleo esteroidal se muestra en

el esquema 8.
o)
A,
2
Oxidacion
de Jones
HO o
Pregnenolona (20) @y O
o)
VA,
NH,OH'HCI ‘ILL NaH
CH;COONa THF anh.
° (0)
o NOH 0y O—N

.....................................................................................................................................................................

Esquema 8. Sintesis de la isoxazolina 23.

El sistema A’-3,6-dicetdnico 21 se obtuvo mediante una oxidacién del alcohol
homoalilico de la pregnenolona (20) con el reactivo de Jones durante 5 minutos al término de
este periodo de tiempo se agregaron 10 mL de isopropanol para eliminar el excedente de
oxidante. Posteriormente se llevo a cabo la formacion de la oxima correspondiente 22 bajo las
condiciones descritas anteriormente para el derivado 18. Se observo por RMN que se formo
regioselectivamente la oxima en C-6 manteniéndose los carbonilos de las posiciones C-3 y C-
20.

La obtencion del heterociclo de isoxazolina 23 fusionado entre los anillos Ay B se
realizd por tratamiento de la oxima 22 con NaH a reflujo por aproximadamente 2h (esquema
8).
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

Se obtuvo un rendimiento del 30% ya que la materia prima no se consumio por
completo y se observo la presencia de otros productos secundarios de los cuales no fue posible
su caracterizacion. Como se puede observar el carbono 4 es un centro estereogénico que
podria dar origen a dos isoxazolinas de configuracion R y S. Sin embargo debido a que el
proton 2 axial tiene efecto estérico con el metilo 19, ademas el carbono 6 tiene una hibridacion
sp’ y presenta cierta tension en la formacion del estereoisdmero 4R por lo que se propone que

la isoxazolina 23 tiene la configuracion S.

Al estudiar las geometrias de los puntos estacionarios para las dos isoxazolinas Sy R
que fueron optimizadas empleando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) con el
funcional hibrido de intercambio con tres parametros tipo Becke’s combinado con el funcional
de correlacion tipo Lee-Yang-Parr (B3LYP). Dichas geometrias fueron optimizadas usando el
conjunto de funciones base doble-&. Ademas los puntos estacionarios para cada conférmero
fueron caracterizados por el analisis de las frecuencias vibracionales al mismo nivel de teoria.

Las geometrias de las isoxazolinas de configuracion S y R se muestran en las siguientes

figuras:

>
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

La siguiente tabla muestra los valores de las energias (u.a.), la diferencia de energia
(kcal/mol), las entalpias de formacién (u.a.), los momentos dipolares (Debye) y orbitales

moleculares HOMO Y LUMO (u.a.) para los dos conférmeros de las isoxazolinas.

Oxigeno Oxigeno AE
hacia atras hacia adelante
Energia electrdnica -1098.036354  -1098.021516  9.310803983
momento dipolar 4.5858 2.8974
Entalpia de Formacion ~ -1097.539708  -1097.525334
HOMO -0.03155 -0.01899
LUMO -0.19585 -0.20084

Con estos estudios se considerd que la oxazolina 23 obtenida tiene la configuracion S.
El mecanismo propuesto para la formacion de 23 (esquema 9).

o o) o
NaH
THF
0 - R
| o N 0
N\OH \6\‘ ! oj N ii
o o o
o K Y o o)
o i O—N 4 O—NH
H' ')

Esquema 9. Mecanismo de formacion del compuesto 23.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

La base extrae el proton de la oxima E para dar el intermediario i, el par de electrones
del oxigeno entra en resonancia con el sistema conjugado formando un ion alcoxido ii que al
retornar en el sistema conjugado genera el anion oximinio Z iii el cudl presenta la
configuracién adecuada para la formacién del heterociclo. Posteriormente el oxigeno ataca al
carbono 4 para obtener el intermediario iv, el cual finalmente se protona para dar la oxazolina
23.

4.1.3 Sintesis de 5’-fenil-2°,5’-dihidroisoxazolo[4°,3’:16,17]estra-1,3,5(10)-trien-3-ol (29)

Para la obtencion del compuesto 29 se plante6 la siguiente ruta, de acuerdo al esquema

sintético (esquema 10).

o
(o]
o
— . (CH3)scCOC1
EtOH, KOH Py
HO HO
Estrona (24)
NOH

NH,OH-HCI
CH,COONa

(26) (CH3)3CCO;

MeONa
MeOH anh.

KOH
MeOH/H,0

Esquema 10. Sintesis de la isoxazolina 29.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

La condensacion alddlica de la estrona (24) utilizando benzaldehido y KOH en etanol
condujo a la cetona a,-insaturada 25 con excelentes rendimientos (esquema 10). La posterior
proteccion de la posicion 3 con cloruro de pivaloilo en piridina. Conduce a 26 como se
confirmé mediante RMN de *H.

La formacion de la oxima 27 se realizd utilizando las condiciones anteriormente
descritas para compuesto 18 y fue caracterizada por RMN. El heterociclo de isoxazolina 28 se
obtuvo empleando MeONa en MeOH anhidro a temperatura ambiente y bajo atmdésfera inerte,
cabe mencionar gque aunque el rendimiento fue bajo, no se obtuvieron productos secundarios,
debido a que no se consumié en su totalidad la materia prima, tiempos mas prolongados no
modificaron el consumo de la materia de partida.

Finalmente se realiz6 la desproteccion de la posicién 3 para obtener el producto 29
con una solucién 5% de KOH/MeOH, bajo agitacidbn magneética a temperatura ambiente

durante 2 h, con rendimientos moderados.

4.1.4 Sintesis de las isoxazolinas 34 y 35

EtOH, KOH

' HO
: H

Hecogenina (30) OHHC
NH,OHHCI
CH3COON/

P NaH, THF anh.
—_—

Esquema 11. Sintesis de las isoxazolinas 34 y 35.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

La sintesis se inicio con la oxidacion de Jones de la hecogenina (30) para generar la
hecogenona (31), cuya estructura se confirmé por comparacién con los datos reportados.™
Posteriormente se realiz6 una condensacion aldodlica con benzaldehido para obtener el
derivado carbonilo o,p-insaturado 32 con un rendimiento cuantitativo. Siguiendo la
metodologia descrita anteriormente para generar la dioxima 33 correspondientes, en seguida se
traté con NaH en THF anhidro se mantiene a reflujo bajo atmosfera inerte durante 4 horas y se
obtiene el heterociclo de la isoxazolina 35 pero si se emplea LDA en THF anhidro estuvo a
una temperatura -78 °C durante 24 horas se obtiene el isbmero 34 esto se debe principalmente

a la variacion de la temperatura.

Los derivados obtenidos no se pudieron aislar puros y mostraron una rapida

descomposicion en el tubo de RMN.

4.2 SINTESIS DE NUEVOS DERIVADOS ESTEROIDALES
MONOMERICOS Y DIMERICOS [1,2,4]TRIAZOLO[1,5-a]PIRIMIDINAS,

os derivados esteroidales conteniendo nitrogeno juegan un rol importante ya

que poseen alto potencial farmacolégico como anticancerigenos,
antimicrobiales, antibacteriales®®; algunos de los compuestos son usados con éxito en la
practica medicinal. Los derivados 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidinas (TPS), un subtipo de
analogos de la purina, han sido ampliamente investigados e identificados por presentar
propiedades farmacologicas muy diversas. De esta manera hemos centrado nuestra
investigacion en la sintesis y caracterizacion de compuestos monomeéricos y dimeéricos
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas fusionados o sustituidos en diferentes posiciones del

esqueleto esteroidal.

*¢ Banday, A. H.; Mir, B. P.; Lone, I. H.; Suri, K. A.; Sampath Kumar, H. M. Steroids 2010, 75, 805-809.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

4.2.1 Sintesis de derivados o,B-insaturados por condensacion de Claisen-Schmith

Las cetonas o,B-insaturadas se obtuvieron a partir de la pregnenolona (20), estrona
(24) y trans-androsterona (36) mediante una condensacion de Claisen Schmidt empleando
benzaldehido bajo condiciones basicas*’ para generar los derivados bencilidenos
correspondientes 37,% 25,% 38 (Esquema 12).

=

' HO HO

Pregnenolona (20) Estrona (24)

trans-androsterona (36) J

Esquema 12. Sintesis de los derivados bencilidenos 25, 37 y 38.

*" Romero-L6pez, A.; Montiel-Smith, S.; Meza-Reyes, S.; Merino-Montiel, P.; Vega-Baez, J. L. Steroids 2014,
87, 86-92.

“® Banday, A. H.; Zargar, M. |.; Ganaie, B. A. Steroids 2011, 76, 1358-1362.

* Allan, G. M.; Lawrence, H. R.; Cornet, J.; Bubert, C.; Fischer, D. S.; Vicker, N.; Smith, A.; Tutill, H. J.; A.
Purohit, Day, J. M.; Mahon, M. F.; Reed, M. J.; Potter, B. V. L. J. Med. Chem. 2006, 49, 1325-1345.
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La formacion de la cetona o,B-insaturada 25 se corroboré por comparacion con los
datos reportados en la literatura, en los cuales se propone presenta una configuracion E.*° Esto
se confirmo en este trabajo por la difraccion de rayos X. La cristalizacion del compuesto 25 se
realizd por evaporacion lenta de una solucion de cloruro de metileno-metanol (10:0.5). Este
compuesto cristaliza con dos moléculas independientes.*® *

La cetona o,B-insaturada se caracteriza para distancias de enlace de 1.221(3) vy
1.337(3) A, C17=02 y C16=C16’, C-16=C17 1.488(4) A y un angulo de torsion 02-C17—
C16-C16’° 0.3(4)° (figura 11).

Figura 11. Difraccién de rayos X de 25.

Se sabe que en algunos casos los sistemas bioldgicos aprovechan las interacciones
polivalentes para mejorar el efecto del farmacéforo;® por lo que se propuso incrementar las
interacciones bioldgicas potenciales del anillo, por lo que se sintetizaron las estructuras
diméricas 39 y 40. La reaccién de condensacion entre la estrona (24) 0 trans-androsterona (36)
con isoftaldehido a reflujo condujo a las cetonas ao,p-insaturadas diméricas deseadas 39 y 40

en buenos rendimientos (Esquema 13).

*0 Suresh, J.; Thenmozhi, H.; Jeyachandran, V.; Kumarb, R.R.; Lakshman, P. L. N. Acta Cryst.(2013) E69 0111.
5! Gunasekaran, B.; Murugan, R.; Narayanan, S. S.; Manivannan, V. Acta. Cryst. (2009) E65, 073.
52 Mammen, M.; Choi, S-K; Whitesides, G. M. Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2754-2794.
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tHO H*@/‘LH
Estrona (24) °
§ > EtOH, KOH

%HO EI Y,

Trans-androsterona (36) H H

Esquema 13. Sintesis de las cetonas a,B-instauradas diméricas 39 y 40.

En el caso de la hecogenina (30) la reaccién con benzaldehido y KOH en EtOH condujo
sorpresivamente el compuesto 42 conocido como tigogenina en rendimiento del 90 %
(esquema 14). EI mecanismo propuesto para la formacién de tigogenina 42 es a través de una

reaccion de Cannizzaro (esquema 15).

AcO ﬁ

Hecogenina (30)

Tigogenina (42)

Esquema 14. Obtencidn de la tigogenina 42.
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Esquema 15. Mecanismo para la formacién de 42.

El mecanismo sugerido procede inicialmente de una adicion nucleofilica del anion
hidroxido al carbono del carbonilico del benzaldehido formando el ion alcoxido i,
posteriormente al retornar el par de electrones al carbono se transfiere un hidruro al carbono
carbonilico de la cetona esteroidal para formar el intermediario ii, el ion alcoxido extrae un
protén del benzaldehido para generar el aldol iii, por ultimo para dar la tigogenina 42.

La tigogenina es una materia que fue utilizada en éste trabajo y que no es facil de
conseguir por lo que ésta fue una alternativa para su obtencion.

Otra forma de obtencidon de la tigogenina fue realizar una reduccién de la diosgenina.
La diferencia entre ambas metodologias para obtener tigogenina es su rendimiento ya que con

diosgenina era cuantitativo.

Ha,Pd(OH),/C
—_—_—

HO

H

Tigogenina (42)

Diosgenina (43)
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4.2.2 Sintesis de derivados a,p-insaturados por rearreglo

Asi mismo se presenta prepara la 23-oxohecogenina 44 y su posterior isomerizacion
gener0 la cetona 45, cuya importancia radica en la apertura regioselectiva del anillo F de 5
miembros para obtener la cetona o,B-insaturada 46, ya descrito por Diaz Corona et al.

(Esquema 16)*°.

CH;COOH, BF3Et,0,
NaNO,, Al,0; (Brockman Ill)

TiCl,, CH,CI, anh.
_—

HO HO

H H

Hecogenina (33)

(44)

Esquema 16. Sintesis de la cetona a,B-insaturada 46.

4.2.3 Sintesis de los heterociclos de triazolopirimidinas

Los derivados [1,2,4]-triazolo[1,5-a]primidinas se obtuvieron por una reaccion de tipo
Michael empleando las cetonas a.,3-insaturadas 37, 25, 38, 39, 40 y 46 y 3-amino-1,2,4-triazol
en presencia de t-BuOK en n-BuOH (esquema 17 y figura 12). La mezcla de reaccion se
mantuvo a reflujo hasta la desaparicion de la material de partida para obtener los

heteroesteroides deseados en rendimientos moderados (50-68%).

53 Corona Diaz, A.; Garcia Merinos, J. P.; Lopez, Y.; Gonzalez Campos, J. B.; del Rio, R. E.; Santillan, R.;
Farfan, N.; Morzycki, J. W. Steroids 2015, 100, 36-43.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016 44



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

o
7 ~NH
R' / R™ N 2
t-BuOK, n-BuOH

R"

Esquema 17. Procedimiento general para la sintesis

de los derivados [1,2,4]-triazolo[1,5-a]pirimidinas.

Figura 12. Derivados esteroidales [1,2,4]-triazolo[1,5-a]pirimidinas

Cetonas a,B-insaturadas 1,2,4-Triazolo[1,5-a]pirimidina

(25) HO

48)
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(49)

(39

H (51 H
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HO
(46) H (52)

= TN

La formacion del triazolopirimidina en el anillo E derivado de la tigogenina (42); a
partir del sistema carbonilico o,B-insaturado 53. Condujo a un producto que se descompone y

no puede ser aislado ni caracterizado por RMN (esquema 18).

N—NH

&N/)\NHz

t-BuOK, n-BuOH

(53) No se aisl6

Esquema 18. Reaccion del derivado carbonilico a,B-insaturado 53 para la obtencion de

heterociclo.
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4.3. SINTESIS DE AZAESTEROIDES.

0s azaesteroides se caracterizan por contener un nitrégeno dentro del ndcleo
esteroidal o fuera de éste. Este tipo de estructuras frecuentemente se encuentran

formando parte de nuevos farmacos y han mostrado una diversidad de actividad bioldgica, por

54-55 56-57

ejemplo, inhibicion de la enzima S5a-reductasa, antiinflamatoria, antiparasitaria,®®
antifingica,>® inhibidores PI-PLC®® y como agentes citotéxicos.®® No obstante, la gran
cantidad de derivados azaesteroidales que se han descrito en la literatura, los que se presentan

en el presente trabajo.

4.3.1. Sintesis de (25R)-12a-aza-homo-5a-espirostan-3p-ol (56)

La ruta de sintesis de un nuevo azaesteroide derivado de la hecogenina (30), se muestra en el

esquema 19.

% Singh, H.; Jindal, D.P.; Yadav, M.R.; Kumar, M. Prog. Med. Chem. 1991, 28, 233-300.

% Frye, S. V.; Haffner, C. D.; Maloney, P. R.; Mook., Jr., R. A.; Dorsey, G. F.; Hiner, R. N.; Batchelor, K. W.;
Bramson, H. N.; Stuart, J. D.; Schweiker, S. L.; van Arnold, J.; Bickett, D. M.; Moss, M. L.; Tian, G.; Unwalla,
R. J.; Lee, F. W.; Tippin, T. K.; James, M. K.; Grizzle, M. K.; Long, J. E.; Schuster, S. V. J. Med. Chem. 1993,
36, 4313-4315.

*® Hirschmann, R.; Steinberg, N. G.; Schoenevaldt, E. F.; Paleveda, W. J.; Tishler, M. J. Med. Chem. 1964, 7,
352-355.

* Gupta, R.; Pathak, D.; Jindal, D.P. Eur. J. Med. Chem. 1996, 31, 241-247.

% Gros, L.; Lorente, S. O.; Jiménez, C.; Yardley, V.; Rattray, L.; Wharton, H.; Little, S.; Croft, S. L.; Ruiz-Pérez,
L. M.; Gonzéalez-Pacanowska, D.; Gilbert, I. H.; J. Med. Chem. 2006, 49, 6094-6103.

> Burbiel, J.; Bracher, F.; Steroids 2003, 68, 587-594.

% Xie, W.; Peng, H.; Kim, D.; Kunkel, M.; Powis, G.; Zalkow, L. H. Bioorg. Med. Chem. 2001, 9, 1073-1083.

81 Catsoulacos, P.; Catsoulacos, D. Anticancer Res. 1993, 13, 1203-1208.
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SOClI,
Dioxano

NH,OHHCI
—_—
CH,COONa

HO HO

T

H
Hecogenina (30)

(54)

BMS
THF anh.

. HO

= I

(55)

LiAIH,
THF anh.

Esquema 19. Sintesis del 12-azaesteroide 56.

El tratamiento de la hecogenina (30) con clorhidrato de hidroxilamina y acetato de
sodio en etanol a reflujo por 2 h. generd la oxima 54. En reportes previos,® se propone que se
obtiene el isbmero E, de manera cuantitativa debido al impedimento estérico con el metilo 18,
el derivado obtenido fue caracterizado por RMN. La oxima de hecogenina 54 se sometio a

condiciones de reaccion de Beckmann usando SOCI; en dioxano por 15 min. a temperatura

ambiente, lo que condujo a la lactama 55 como se corroboré por RMN.

La amida 55 se redujo empleando LiAIH, y BMS al utilizar el BMS/THF anhidro 56 se
obtiene en 1:30 h a temperatura ambiente; mientras que cuando se utiliza LiAIH4/THF anhidro
la reaccién se realiza en 4:00 h a reflujo, en ambas reacciones la materia prima reacciona
completamente. Es importante mencionar que se obtuvo un mejor rendimiento del 75%

cuando se utiliza el BMS vy el 25% de materia prima. La estructura del compuesto 55 fue

elucida con la ayuda de los datos espectroscépicos de RMN.

82 Mazur, R. H.; J. Am. Chem. Soc. 1959, 81, 1454-1456.
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4.4 SINTESIS DE NUEVOS DERIVADOS SELENOESTEROIDALES.

e describe la sintesis de nuevos derivados esteroidales que contienen un
selenoheterociclo analogo al ebselen y selenosemicarbazona en su estructura;
empleando como compuestos de partida la diosgenina (43), hecogenina (30), tigogenina (42),

esmilagenina (61) y tigogenona (72).

4.4.1 Selenoheterociclos esteroidales (analogos al ebselen)

Para obtener los selenoheterociclos esteroidales anélogos al ebselen se utilizé la siguiente
metodologia (esquema 20).

MeSO0,Cl, Et;N NaN;, §
CH,Cl, anh. DMSO anh. R :
MsO i

(57) (58)

'HO

Diosgenina (43)

o)
e dC|
S Se—Cl

Et;N anh.

H,,Pd(OH),/C
_ TR
H,oN™

.......................................................................................................................................................................................

Esquema 20. Sintesis de la formacion de un heterociclo con selenio 60.
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4.4.1.1 Obtencion de derivados mesilados y azidas esteroidales

En primer lugar se optimizaron las condiciones para introducir un buen grupo saliente
en la posicion C-3 del esteroide; mediante la formacion del tosilato el cual resulto ser inestable
como se encuentra reportado.®® Por lo anterior se procedié a la formacion del derivado
mesilado.

Asi, en primer lugar se ha llevado a cabo la obtencion del derivado mesilado 57
utilizando MeSO,ClI, EtsN y CH,CI, bajo condiciones anhidras. Obteniendo el compuesto
puro de manera rapida y con excelentes rendimientos.

En una segunda etapa, se llevd a cabo el desplazamiento nucleofilico del grupo mesilo
con NaN3 y DMSO anhidro,* conduciendo al derivado 58 por una reaccion de tipo Sn2, con
inversion de la configuracion, por lo que la azida en C-3 se obtiene con configuracion o en el
derivado 58. Esta etapa transcurrié con rendimientos excelentes. La azida 3o obtenida sélo
difiere con respecto al derivado mesilado 57 en el desplazamiento de H-3, como consecuencia
de la diferencia electrénica del grupo azido de 58 con respecto al mesilo de 57; los datos
fueron comparados con los reportados en la bibliografia, corroborando asi la obtencion del
producto deseado.®*

4.4.1.2 Obtencién de las aminas esteroidales

La reduccion del azido derivado 58 se llevd a cabo mediante hidrogenacion catalitica,
empleando H, y Pd(OH),/C como catalizador. Nuevamente la reaccion fue muy rapida y
limpia con excelentes rendimientos, no siendo necesaria la purificacion del producto 59
mediante cromatografia en columna. Los datos obtenidos fueron comparados con los ya

reportados en la literatura.®

% Romero-Hernandez, L. L.; Merino-Montiel, P.; Montiel-Smith, S.; Meza-Reyes, S.; Vega-Béez, J. L.; Abasolo,
I.; Schwartz Jr., S.; Lopez, O.; Fernandez-Bolafios, J. G. Eur. J. Med. Chem. 2015, 99, 67-81.

®Sun, Q.; Cai, S.; Peterson, B. R. Org. Lett. 2009, 11, 567-570.

% Rivera, D. G.; Labrada, K. P.; Lambert, L.; Dérner, S.; Westermann, B.; Wessjohann, L.A.; Carbohydr. Res.
2012, 359, 102-110.
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Con respecto a la hecogenina (30), tigogenina (42) y esmilagenina (61) se siguio la

misma metodologia para la formacién de las aminas correspondientes 62-64 (figura 13).

H H

Hecogenina (30) Tigogenina (42) Esmilagenina (61)
T,
Oli:ﬁ
HoN' HoN"
2 H 2 H
(62) (63) (64)

Figura 13. Obtencidn de las aminas 62-64.

4.4.1.3 Obtencidn de los selenoheterociclos esteroidales (analogos al ebselen)

La sintesis del compuesto (68); se realiz6 empleando el fragmento selenoheterociclico
obtendio a partir del acido antranilico (65). Este &cido se sometié a una reaccion de
diazotacion con NaNO, y HCI para obtener la sal de diazonio 66 y posteriormente con Na,Se;
recién preparado por reduccion de selenio elemental con NaBH, para dar el derivado 67.
Finalmente el tratamiento con SOCI, usando DMF como catalizador, permitid la obtencion de
68, que posee dos centros electrofilos, el cloruro de &cido, y el fragmento de tipo cloruro de

selenilo (esquema 21).
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o o o o
O\)‘\OH %’ O\)‘\OH Na,Se dkﬁi socl, Oﬁ‘\a
NH, N2 CI Se SeCl
® O
(65) (66) (67) 2 (68)

Esquema 21. Obtencion del cloruro de 2-cloroselenobenzoilo 68.

Una vez obtenido 68, se llevd a cabo el acoplamiento con diversas aminas esteroidales
(59, 62, 63 y 64) en medio basico por ataque nucleofilico del grupo amino esteroidal y el
atomo de selenio para dar los derivados 60, 69, 70 y 71 que pueden ser considerados como los
primeros analogos esteroidales de ebselen. La reaccion transcurre rapidamente con buenos
rendimientos (74-76%).

El mecanismo de formacién de 60 (esquema 22) consiste en el ataque nucleofilico por
parte de la amina sobre el carbono carbonilico y desplazamiento del cloro para formacion de i,
posteriormente la desprotonacién de y liberacion del par electrénico del nitrégeno para llevar a
cabo un ataque sobre el selenio y desplazamiento del cloro para la formacién de ii que
contiene un heterocilco con selenio finalmente la pérdida del protdn del nitrégeno genera el

compuesto 62, que es un analogo esteroidal del ebselen, del que no existen antecedentes en la

literatura.
M, M
(o] T
N N
S H\N \\\\\\ Q\)KHZ -HCI H
Cl §e ‘ e
(80) (59) (o] i fci

o

U N,
NN Ve s
-HCI N

i (60)

wn—
-4 ZI
(7
®

Esquema 22. Mecanismo para la formacion de 60.
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Se (60) Se (69)

(1)

Figura 14. Selenoderivados esteroidales 60, 69y 71.

Cabe destacar que la reaccion y purificacion de los compuestos 60, 69 y 71 se llevo a
cabo en la oscuridad pues los derivados de selenio son fotosensibles y se descomponen para
formar selenio elemental.®®

También se obtuvo el selenoderivado esteroidal analogo al ebselen 70, no obstante, y a
pesar de no observar ninguna descomposicion del derivado obtenido éste no se pudo asilar

completamente puro.

N
S
S

-

o—=
= TTITTTY)

(70)

% Lépez, O.; Maya, |.; Fuentes, J.; Fernandez-Bolafios, J. G. Tetrahedron 2004, 60, 61-72.
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4.5 SINTESIS DE SELENOSEMICARBAZONAS ESTEROIDALES

En este apartado se describe la sintesis de selenosemicarbazonas esteroidales partiendo de la
hecogenina (30) y tigogenona (72) usando la metodologia mostrada en el esquema 23; cabe
destacar que no hay ningun antecedente en la literatura de esta funcidén sobre un ndcleo
esteroidal. La sintesis de los derivados mostrados procede mediante la condensacion entre el
grupo carbonilo del esteroide de partida y una selenosemicarbazida, que a su vez se obtiene

mediante adicion de hidracina sobre un isoselenocianato.

H
H (73) R=CH5
Hecogenina (75) R=CH;3
R R=0CHj4 (74) R=OCHj3

R=Br
AcOH, EtOH

Tigogenona (72) J

Esquema 23. Ruta sintética para obtener las selenosemicarbazonas.

Para proceder a la preparacion de los isoselenociantos se siguio el método descrito por
Lopez et al.; en primer lugar se lleva a cabo la transformacion de: aril aminas comerciales en
las correspondientes formamidas 77-79 con excelentes rendimientos mediante tratamiento a

reflujo con formiato de etilo, en presencia de AcOH como catalizador (esquema 24).

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016 55



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

CAPITULO IV
DISCUSION DE RESULTADOS

HCOOEt Trifosgeno Se negro hidracina
- - - K- R-NCS -
R-NH, AcOH, A R-NHCHO Et;N, CH,Cly, A CH,Cl,, A e H,Cl,, ta. R-NHCSeNHNH,
Arilamina (I) (ii) (iii)
R=
CH; OCH; Br
(i) 77 (i) 78 (i) 79
(i) 80 (i) 81 (i) 82
(iii) 83 (iii) 84 (iii) 85

Esquema 24. Obtencidn de las selenosemicarbazidas 83-85.

A continuacion, las formamidas son transformadas en isoselenocianatos mediante un
procedimiento in situ en dos etapas; en primer lugar se generan intermediarios isonitrilos por
deshidratacion de las formamidas promovida por trifosgeno. Los isonitrilos se transforman en
los isoselenocianatos 80-82 mediante reaccion con selenio negro elemental (esquema 24), cabe
destacar que el trifosgeno es un sustituto eficaz del fosgeno, sin la toxicidad y riesgo
inherentes a este.

Los isoselenocianatos 80-82 reaccionaron finalmente con hidracina en CH,Cl, anh.
bajo atmdsfera inerte en la oscuridad y a temperatura ambiente para dar lugar a las
selenosemicarbazidas 83-85 (esquema 24).

Finalmente, el acoplamiento de la hecogenina (30) y tigogenona (72) con las
selenosemicarbazidas usando catalisis acida (AcOH) y a refluyjo condujo a las
correspondientes selenosemicarbazonas esteroidales con buenos rendimientos (60-70%)

(esquema 25) en un procedimiento experimentalmente eficiente y sencillo.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

Rendimiento

Compuesto R %
30
73 CH; 60
AcOH, EtOH
74 OCH; 70
R
H,N )L -
SN N
H H
83 R=CHj3
84 R=OCHj
85 R=Br
72
L
Rendimiento
AcOH, EtOH
Se Compuesto %
75 70

o
HsC

Esquema 25. Obtencidn de las selenosemicarbazonas 73-75.

Para explicar la formacion de las selenosemicarbazonas esteroidales se propone el

siguiente mecanismo de reaccion (esquema 26).

Esquema 26. Mecanismo propuesto para la obtencién de las selenosemicarbazonas.
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Asi mismo se aislo la selenosemicarbazona 76 este compuesto a pesar de no observar ninguna

descomposicion no se pudo asilar completamente puro.

(76)

También se llevé a cabo la transformacion de la selenosemicarbazona 75 en el
derivado espiro-heterociclo 86. El tratamiento de 75 con Ac,0 y Py (esquema 27) condujo a
un producto que mostrd la desaparicion de las sefiales pertenecientes a los grupos NH en el
espectro de 'H, ademés de un cambio en el desplazamiento de los hidrégenos aromaticos. No
obstante, y a pesar de no observar ninguna descomposicion del derivado obtenido éste no se
pudo asilar completamente puro. Masas también nos corroboro que se habia obtenido el
derivado 86.

(75)

NH

Esquema 27. Sintesis del compuesto 86.

(86)
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4. ANALISIS
ESPECTROSCOPICO

4.6 CARACTERIZACION DE NUEVOS DERIVADOS HETEROESTEROIDALES.

continuacién se muestra la caracterizacion de nuevos derivados esteroidales que
contienen un heterociclo de isoxazolina en su estructura; obtenidas: del diacetato

de la 17a-hidroxipregnenolona (20), pregnenolona (23), estrona (27) y hecogenina (33).
4.6.1 Derivados de isoxazolinas esteroidales.
4.6.1.1 Caracterizacion por RMN de las cetonas a,fB-insaturadas.
Para generar las cetonas o,fB-insaturadas pregn-4-eno-3,6,20-triona (21) y (E)-3-
trimetilacetato-16-bencilidenestra-1,3,5(10)-trien-17-ona (26) precursoras de las oxazolinas

23y 29 se aplicd las metodologias reportadas en la literatura.®” *° En la tabla 1 se muestran los

desplazamientos mas caracteristicos de RMN de *H y *C.

67 Hunter, A. C.; Priest, S. M. Steroids 2006, 71, 30-33.
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Tabla 1. Desplazamientos quimicos de *H y **C-RMN de

los carbonilicos a.,B-insaturados.

Hidrégeno 9 Carbono 5
o (ppm) (Ppm)
6.01 C-3 199.9

H-4

" C-4 125.3

90
(0]

4 -
0 1) C-6 210.6

Hidrogeno 3 Carbono 5

(ppm) (ppm)

H-16’ 7.38 C-16 137.6
C-16° 133.1

C-17 209.2

(26)

4.6.1.2 Caracterizacion por RMN de oximas a,B-insaturadas

Para la formacion de los heterociclos esteroidales se obtuvieron las oximas o,B-insaturadas:
acetato de 20-hidroximinopregna-5,16-dien-3p-ilo (18); (6E)-hidroximinopregn-4-eno-
3,20-diona (22) y oxima de (E)-3-trimetilacetato-16-bencilidenestra-1,3,5(10)-trien-17-
ona (27).

Las estructuras de las oximas o,B-insaturadas 18, 22 y 27 se corroboraron a partir de
los datos espectroscopicos de *H y *C-RMN (tabla 2). Se muestran algunos de los

desplazamientos mas caracteristicos de los compuestos sintetizados.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016




SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla 2. Datos mas importantes de RMN de *H y *C para los compuestos 18, 22 y 27.

RMN “H (ppm) RMN “C (ppm)
12" NOH
16 H-16 H-21 NOH C-16 C-17 C-20
HO 6.04  1.99 853 1329 1514 1539

(18)

H-4 H-21 NOH C-4 C-5 C-6

6.69 2.01 8.45 1268 1479 1549

NOH
H-
NOH C-16 C-16> C-17
16’
RO 7.19 8.38 137.7 1242 166.2

(27)

R=0CC(CH,);

La configuracién de la oxima 22 se propone que es E por el desplazamiento quimico
del H-7p (2.99 ppm) de acuerdo a la literatura®® que sugiere que existe interaccién del protén

H-7 con el oxigeno de la oxima.

% Rodriguez, J.; Nufiez, L.; Peixinho, S.; Jiménez, C. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 1833-1836.
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4.6.1.3 Caracterizacion de las isoxazolinas esteroidales fusionadas al C-16 y C-17;

entre los anillos Ay B.

3’-Metil-2H-[1,2]oxazolo[5°,4°:16,17]androst-5-en-3p3-ol (19)
2’H-[1,2]0xazolo[5°,4°,3°:4,5,6]pregn-5-eno-3,20-diona (23)
5’-Fenil-2°,5’-dihidroisoxazolo[4°,3°:16,17]estra-1,3,5(10)-trien-3-ol (29)

HO o H

(19) ° NH (22) (23)

Figura 15. Isoxazolinas esteroidales 19, 23 y 29.

4.6.1.4 Estructura del 3°-Metil-2H-[1,2]oxazolo[5°,4°:16,17]androst-5-en-3p-ol (19)

La caracterizacion del nuevo compuesto 19 se realizé con ayuda de las siguientes técnicas, en
IR se observaron las bandas de los grupos funcionales OH (3408 cm™), NH (3279 cm™), asf
como C=C (1589 cm™) C-N (1415 cm™). En masas de alta resolucién se observé el ion
molecular calculado 330.2433, encontrado 330.2459.

La RMN de la isoxazolina esteroidal 19 se efectud en piridina deuterada (Py-ds), ya que fue
muy poco soluble en CDCls.

La estructura del compuesto 19 se establecié con base en sus espectros de *H y *C
(figura 16). En el primero, se muestra como sefial en 8.76 ppm que pertenece al NH, el H-16
se desplaza en 7.14 ppm, comparado con el de 18 (6.04 ppm), esto debido al cambio en la
hibridacién del C-16 ya que pasa de sp® a sp>. En 6.55 ppm se observa una sefial doble
correspondiente al H-6 con Jg 7 = 4.4 Hz. Una sefial multiple en 4.95 ppm asignada al H-3;
dos sefiales multiples méas que corresponden a los protones metilenos H-12 y H-4 en 3.98 y
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3.74 ppm. En 3.35, 2.24 y 2.18 ppm se encuentran las sefiales de los metilos de las posiciones
21, 19y 18 respectivamente, las cuales fueron asignadas con ayuda del experimento HMBC.
En el espectro de *3C destacan las sefiales caracteristicas del heterociclo de isoxazolina entre

167.2 y 166.4 ppm correspondientes a los carbonos vinilicos C-17 y C-20 respectivamente.

21 10 18

14 ° 19 18

NH

1L.05 =

Figura 16. Espectro de RMN de *H y *3C (400 MHz y 100 MHz, Py-ds) del compuesto 19.

En el experimento HMBC (figura 17) se muestra una zona del espectro en donde se
pueden apreciar el acoplamiento del metilo 21 con los carbonos C-20 y C-17, mientras que el
metilo 18 se correlaciona con el C-17, el proton H-16 se acopla con el C-17. Los dos carbonos
cuaternarios vinilicos también fueron asignados con base a este experimento, en el cual se
observa que la sefial del proton en 7.14 ppm (H-16) correlaciona con el C-17, mientras que la
sefial del protdn en 3.35 ppm (H-21) se acopla con el C-20.
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21 1018
15 6 3 n 3

L146

147
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140
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E 151

20— 152

7‘.l] I 6.‘6 ‘ 612 I S.‘B ‘ 5:4 ‘ SI.[I ‘ 4-:6 4‘.2 I 3:8 I 3‘.4- I 31l] I 2.‘6 I 212
Figura 17. Experimento HMBC del compuesto 19.

En 1965 se reporté por Sato la estructura la cual mostré en RMN-'H sefiales en 9.19
ppm (CHs-18), 8.93 ppm (CH3-19), 8.02 ppm (CHs-21), 7.18 y 7.08 ppm (H-17), 5.07 ppm
(H-16) no se observa ninguna sefial que indique la presencia de un hidrégeno de N-H. En
comparacion con 19 que si mostro sefial para el hidrégeno de NH y no se observa H-17, en
7.14 ppm (H-16) que apoya la estructura propuesta para la oxazolina obtenida, lo que nos

confirma que no es la misma oxazolina obtenida por Sato.

Estructura de sato

HO 19 HO
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4.6.1.5 Estructura del 2°H-[1,2]oxazolo[5°,4°,3°:4,5,6] pregn-5-eno-3,20-diona (23)

La caracterizacion del compuesto 23 se realiz6 por métodos espectroscopicos. El espectro de
IR muestra las bandas caracteristicas de N-H en 3254 cm™, también se observaron las
vibraciones de C=0 en 1687 y 1673 cm™ y de C=C en 1569 cm™. En masas de alta resolucién
se observd el ion molecular calculado 344.2226, encontrado 344.2231. Mientras que los
resultados de RMN de *H y *3C del producto obtenido evidencié la formacién del nuevo
heterociclo 23. Como se observé en el espectro de RMN de *H (figura 18), se observan hacia
frecuencias altas, las sefiales correspondientes al N-H (8.45 ppm), H-4 (6.69 ppm). En 2.28 y
2.16 ppm se encuentran dos sefiales multiples correspondientes a los protones 2 y 17. Se
observa una sefial simple en 2.01 ppm, correspondiente al metilo 21. A frecuencias bajas
destacan dos sefiales simples para protones metilicos correspondientes a 19 y

18.

21 19 18

298 A [

2,98 ~g
1.02

0,99 =
12,18~

Figura 18. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) del compuesto 23.

En el espectro de RMN de **C (figura 19), se observan las sefiales correspondientes a
los grupos carbonilos 20 y 3, el C-4 que en el precursor es un carbono vinilico (126.8 ppm) y

ahora es base de oxigeno (85.2 ppm). Los carbonos vinilicos se observaron en 117.9 ppm para
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C-5, 144.5 ppm para C-6. Los metilos 21, 19 y 18 se asignaron a las sefiales en 31.1, 19.3 y

13.8 ppm respectivamente.

2
2 l T 1615

] I I 1213 I
1

LI B | T LI
66 64 62 60 58 56 54 32 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 W0 18 16 M4 12 10

101
17 14 9 ] }

Figura 19. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDClI3) del compuesto 23.

En la figura 20 se muestran dos fragmentos del experimento HMBC en donde se
pueden apreciar las correlaciones del protén 2’ con los carbonos 4, 5 y 6; ademads se corrobord
la sefial del proton 4 mediante las correlaciones a tres enlaces con el C-6 y a dos enlaces con
los C- 3 y C-5; los protones 7 se acoplan con los carbonos 6 y 5; el acoplamiento de H-2
permiti6 asignar al C-3. En el segundo fragmento se pudieron asignar los metilos 18, 19 con
los carbonos cuaternarios que los soportan C-13 y C-10 en 38.8 y 44.2 ppm respectivamente;

se muestra el acoplamiento entre las sefiales de los protones de C-21 con los carbonos 20 y 17.
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Figura 20. Experimento HMBC del compuesto 23.
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4.6.1.6 Estructura del 5’-fenil-2°,5’-dihidroisoxazolo[4°,3°:16,17]estra-1,3,5(10)-trien-3-ol

El espectro de RMN de 'H (figura 21) se muestra la aparicién de las nuevas sefiales
pertenecientes: al hidrégeno —NH en 9.1 ppm vy las sefiales de los hidrégenos aromaticos en
7.35y 7.28 ppm y en 5.56 ppm, se observa una sefial simple correspondiente al heterociclo
formado. En el espectro de **C se distinguen las sefiales de los carbonos que forman el
heterociclo de isoxazolina los cuales se aprecian en 144.5, 136.0, 128.9, 127.6, 127.1 y 117.9
ppm asignados a los C-17, C-1"’, C-2”’, C-6"°, C-4>’, C-5"*, C-3*" y C-16 respectivamente. Asi

mismo en el espectro de infrarrojo se observaron las vibraciones de OH en 3350 cm™, N-H en

(29)

3230 cm™, C=C en 1590 cm™ y C-O en 1205 cm™.

| S—
| S—
e

NH

1.00

th

1.00—=
4198
1.00—

CAPITULO IV
DISCUSION DE RESULTADOS

18

Figura 21. Espectro de RMN de *H y **C (400 MHz y 100 MHz, CDCl5) del compuesto 29.
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En la fraccion del experimento HMBC que se ilustra en la figura 22, fue de gran ayuda para
asignar correctamente cada una de las sefiales; los protones metinicos de C-1, C-2 y C-4 se
asignaron con base en los acoplamientos. Se asigndé a C-16, C-1>’ y C-17 gracias a la

correlacion que guardan con el proton metinico de C-5’.

]

7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 62 6.0 58 5.6 5.4

Figura 22. Experimento HMBC del compuesto 29.
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4.7 CARACTERIZACION DE NUEVOS DERIVADOS ESTEROIDALES
MONOMERICOS Y DIMERICOS [1,2,4]TRIAZOLO[1,5-a]PIRIMIDINAS.

E n este apartado, se describe la caracterizacion de nuevos derivados esteroidales
monoméricos y dimericés [1,2,4]-triazolo[1,5-a]pirimidinas fusionados o
sustituidos en diferentes posiciones del esqueleto esteroidal.

4.7.1 Preparacion de las cetonas a,B-insaturadas monoméricas y diméricas

Se prepararon y se caracterizaron diversas cetonas a,fB-insaturadas monoméricas y diméricas
utilizando diferentes nucleos esteroidales como la pregnenolona (20), estrona (24) y
hecogenina (30).

(E)-21-Benzilideno-3B-hidroxipregn-5-en-20-ona (37)
(E)-16-Benzilideno-3B-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17-ona (25)
(E)-16-Benzilidene-3B-hidroxi-5a-androstan-17-ona (38)
m-Bis[(E)-3B-hidroxi-16-metilen-17-oxaestra-1,3,5(10)-trien-16-ilJbenceno (39)
m-Bis[(E)-3B-hidroxy-16-metilen-17-oxa-5a-androstan-16"-ilJbenceno (40)
Diacetato de (237, 25R)-12,22-diox0-16,23 epoxi-5a.-colestan-23-eno-3p-26-diilo (46)
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(25)

(38) (39)

" OH
(40) (46)

Debido a la simetria molecular de las nuevas estructuras, los datos de RMN de los compuestos
39 y 40 son muy similares a los correspondientes a sus anadlogos monoméricos de 25 y 38
(tabla 3). En el espectro de *H-RMN de los compuestos 25, 38, 39 y 40 se observa el proton
vinilico en 7.4 ppm, consistente para el isémero E. En el espectro de RMN de **C se puede
observar la sefial del carbonilo de la cetona en 210 ppm y los carbones vinilicos (C-16 y C-
16') en 132.3 a 137.4 ppm indicando la presencia de las cetonas o,p-insaturadas. Los
espectros de IR de los compuestos 37, 25, 38, 39 y 40 muestran las bandas correspondientes a
OH en aproximadamente 3320-3424 cm™ como se observa en la Tabla 3, ademas de las
bandas correspondientes a C=0 en aproximadamente 1681-1715 cm™. Las bandas de C=C se
encuentran entre 1603-1632 cm™. En masas de alta resolucién se observé el ion molecular

esperado.
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Tabla 3. Datos més importantes de *H y **C-RMN (CDCls, & en ppm) e IR (cm™)
de las cetonas a,B-insaturadas 37, 25, 38, 39 y 40.

Posicion Compuestos

37 25 38 39 40

Ha 6.78 7.43 7.31 7.51 7.39

Hp 7.55
C-16 137.4 136.1 136.6 136.8
C-16! 133.5 132.9 132.7 132.3
C-17 (C=0) 210.8 210.0 210.4 209.8

C-20 (C=0) 200.5
IR (C=0) 1681 1700 1715 1710 1715

En la tabla 4 se muestra los desplazamientos de *C-RMN de las sefiales mas
caracteristicas de la cetona o,p-insaturada 46, se presenta aparte por ser una cetona a,p-
insaturada estructuralmente diferente a las anteriores. Los datos obtenidos fueron comparados

con los ya reportados en la literatura.**

Tabla 4. Datos méas importantes de RMN de *H y **C para el compuesto 46.

Hg C-22(C=0) C-23  C-24

5.59 199.5 150.6 117.1

(46)
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4.7.2 Obtencion de los derivados monoméricos y diméricos [1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidinas esteroidales sustituidos o fusionados en diferentes posiciones del esqueleto

esteroidal.

17B-{7’-fenil[1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidil }androstan-3B-ol (47)
3-hydroxy-7’-fenilestra-1,3,5(10)-trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina (48)
7’-fenil-5a-androstano[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina (49)
(25S)-3pB,26-Dihidroxi-16B-23-epoxi-12-0x0-5a-colestano[23,22-d][1,2,4]triazolo
[1,5-a]pirimidina (52)

(49) H (52)

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

73



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

4.7.2.1 Estructura del 17B-{7’-fenil[1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidil }androstan-3p3-ol (47)

El espectro de IR muestra las bandas caracteristicas de OH en 3357 cm™, C=N en 1614 cm™,
C=C en 1535 cm™. En masas de alta resolucién se observé el ion molecular calculado
429.2967, encontrado 469.2950. Los datos espectroscopicos de RMN de *H confirmaron la
formacion del compuesto 47 (figura 23). Se observa a frecuencias altas una sefial simple en
8.41 ppm que corresponde al H-2’, los hidrogenos aromaticos entre 7.99 y 7.54 ppm. En 6.96
ppm se observa una sefial simple que se asigno al protdén de C-6’. En 5.31 se observa una sefial
doble correspondiente al protén vinilico H-6, el cual presenta una multiplicidad doble y Jg 7¢c
=5.2 Hz. En 3.46, 2.96 y 2.72 ppm se observan los protones metinicos correspondientes a H-
3, H-17 y H-16 como sefales multiples. Los metilos 19 y 18 se presentan como dos sefiales

simples en 0.93 y 0.54 ppm.

6
Jt 3 16
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Figura 23. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) del compuesto 47.

En la figura 24 de RMN de *3C de la triazolopirimidina 47, se observar una sefial

caracteristica en 155.8 ppm correspondiente al C-3a’. Muestra también las sefales de los
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carbonos pertenecientes al heterociclo entre 168.4-146.3 ppm y el C-6’ (110.3 ppm). Asi como

las sefiales de los carbonos aromaticos entre 131.6 y 128.9 ppm.
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Figura 24. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCl3) del compuesto 47.

El experimento HMBC (figura 25) se muestra las correlaciones del heterociclo de
triazolopirimidina, por ejemplo, la correlacion del H-2” con el C-3a’. Los acoplamientos de H-
6’ permitieron asignar los carbonos 7°,5°, 17 y 1”°. El H-2"’correlaciona con C-4"°, C-5"" y C-
7°. E1 H-4”’ se correlaciona con C-3’" y C-2°’ y finalmente el H-17 se correlaciona con el C-6’
y C-5°.
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Figura 25. Experimento HMBC del compuesto 47.
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4.7.2.2 Estructura del 3-hidroxi-7’-fenilestra-1,3,5(10)-trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-
ajpirimidina (48)

En el espectro de IR se observaron las vibraciones de OH en 3223 cm™, C=N en 1621 cm™,
C=C en 1525 cm™. En masas de alta resolucién se observé el ion molecular calculado
423.2185, encontrado 423.2159. En el espectro de RMN de *H (figura 26) se observa una
sefial simple en 8.27 ppm caracteristica para el protén del anillo de triazol, también
apreciamos los protones aromaticos del grupo fenilo que aparecen entre 7.73 y 6.53 ppm
correspondientes a los carbonos C-2”°, C-3°, C-4”’, C-5"" y C-6"’ respectivamente. Ademas
observamos los protones metinicos de las posiciones 1, 2 y 4 entre 7.05 y 6.53 ppm. La sefial
del proton de OH unido al C-3 se observa en 3.17 ppm como una sefial simple ancha. A
frecuencias bajas se observan dos sefiales multiples correspondientes al H-6 y H-15en 2.79 y
2.73 ppm. En 1.11 ppm se observa una sefial simple que integra para tres protones que se
asignd al metilo 18.

18

2 11,12a 14

OH 0 7] h2e
—M .’ 8
T b e R —— o
— o™ (=] o o — o o o
— —= = — 3 o = i [ =
T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 Lo

Figura 26. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) del compuesto 48.
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En el espectro de RMN de **C de 48 (figura 27) se observan las sefiales pertenecientes al
heterociclo de triazolopirimidina C-17 (181.2 ppm), C-3a’ (155.4 ppm), C-2’ (154.0 ppm), C-
7’ (142.9 ppm), C-16 (123.0 ppm) y las sefiales de los carbonos aromaticos se muestran en la

region comprendida entre 131.1 y 128.5 ppm.
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Figura 27. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDClI3) del compuesto 48.

Por otra parte, con el experimento HMBC (figura 28) se muestran dos fragmentos en
donde se pueden apreciar las correlaciones del C-2°’ con los protones de las posiciones 4°’,
37, 17’ y 7° respectivamente. El proton de C-4’’ se correlaciona con las sefiales de C-3"" y C-
5°’; mientras que la sefial del proton de C-2’ se correlaciona con el carbono 3a’. En el segundo
fragmento se muestra el acoplamiento de la posicion 6 con C-5 y C-10, las sefiales de los
protones de 15 se acoplan con los carbonos 17, 7° y 16. Se aprecia el acoplamiento entre el

proton 9 con los carbonos 5 y 10.
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Figura 28. Experimento HMBC del compuesto 48.
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4.7.2.3 Estructura del 7°-fenil-5a-androstano[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina
(49)

Asi mismo en el espectro de IR se observaron las vibraciones de OH en 3284 cm™, C=N en
1632 cm™, C=C en 1585 cm™. En masas de alta resolucién se observé el ion molecular
calculado 443.2811, encontrado 443.2843. A continuacion se describen los datos obtenidos de
los espectros de RMN unidimensionales y bidimensionales, los cuales muestran la formacion
del compuesto 49. En RMN de *H (figura 29) observamos una sefial simple hacia frecuencias
altas que corresponde al hidrogeno aromatico del anillo de traizol H-2’ en 8.28 ppm, asi
mismo se observan los hidrogenos aromaticos unidos al heterociclo entre 7.72 y 7.51 ppm, la
sefial multiple en 3.52 ppm corresponde a H-3; entre 2.64 y 2.28 ppm se observan dos sefiales

multiples que corresponden a los protones 15. Finalmente los metilos 18 y 19 se observan en
1.08 y 0.82 ppm.
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Figura 29. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) del compuesto 49.
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En la RMN de **C del compuesto 49 (figura 30) se observan las sefiales de los carbonos que
forman el heterociclo de triazolopirimidina en 180.9, 155.8, 154.5, 142.5 y 122.6 ppm
asignados a los carbonos 17, 3a’, 2°, 7° y 16 respectivamente. Los carbonos aromaticos
aparecen en 131.1 y 128.6 ppm, mientras que en 71.0 ppm resuena C-3. Hacia frecuencias
bajas se observan los carbonos de los metilos 18 y 19.
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Figura 30. Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDClIs) del compuesto 49.

En el experimento HMBC (figura 31) se presenta las expansiones de la region del
compuesto 49. Una evidencia mas del acoplamiento es la correlacion del H-2” con el C-3a’; el
H-2>> con C-4”’, C-1"’, C-3’; el H-4”> con el C-3” y el H-3" con el C-2”’. Permitio
corroborar la asignacion de los metilos 18 y 19. EI CH3-19 se acopla con los C-1, C-5, C-9 y
C-10y finalmente el CH53-18 con C-12, C-13, C-14 y C-17.
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Figura 31. Experimento HMBC del compuesto 49.
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4.7.2.4. Estructura del (25S)-3pB,26-Dihidroxi-16pB-23-epoxi-12-o0xo-5a-colestano[23,22-
d][1,2,4]triazolo [1,5-a]pirimidina (52)

En el espectro de RMN de *H para el derivado 52 (figura 32) se observa en 8.27 ppm una
sefial simple caracteristica del proton aromatico H-2’ del anillo de triazol. Se observan en 3.98
y 3.66 ppm los desplazamientos para los protones diastere6topicos de C-26, ambas sefiales se
observan como dobles de dobles; este patrdén de desplazamiento y acoplamiento es indicativo
de que la cadena lateral es abierta. Las sefiales caracteristicas para los protones unidos a
carbonos directamente enlazados a un atomo de oxigeno, como el C-3 (sa, 3.43 ppm) y C-16
(m, 3.61 ppm); el H-25 se observa como una sefial multiple en 3.20 ppm. En 2.68 ppm se
observa también una sefial multiple que corresponde al protdon 20, los metilos 21 y 27
presentan cada uno una sefial doble en 1.41 y 1.40 ppm respectivamente con Jp;20= 6.6 Hz y

Jo7.05 = 6.7 Hz; los metilos 18 y 19 se observan como sefiales simples en 1.15 y 0.98 ppm.
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Figura 32. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) del compuesto 52.
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En la figura 33 se sefialan las asignaciones més relevantes de RMN de **C del derivado
52, a frecuencias altas se observa en 210.8 ppm la sefial del carbonilo de cetona 12; también se
observa la sefial del C-2’ del anillo de triazol a 156.9 ppm y las sefiales que forman el
heterociclo de triazolopirimidina las cuales aparecen en 156.9, 142.5 y 119.0 ppm asignadas a
los carbonos C-2°. C-3a’ y C-7’ respectivamente. Las sefiales que comprende de 80.0 ppm a
14.0 ppm se resaltan los carbonos 16, 3 y 26; a frecuencias bajas se observan las sefiales de los
metilos 18, 19, 21y 27 entre 17.9 y 14.4 ppm.
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Figura 33. Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 52.
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m-{bis[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimid-7°-
il]}benceno (50)
m-{bis[3B-hidroxi-5a-androstano[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimid-7’-i]]}benceno
(51)

““OH
(51) H

(50) H

4.7.2.5. Estructura del m-{bis[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimid-7’-il]}benceno (50)

El compuesto 50 se caracterizdé mediante técnicas espectroscépicas de IR, RMN de *H y °C,
asi como por espectrometria de masas. En el espectro de IR se observaron las bandas de los
grupos funcionales de OH en 3362 cm™, C=N en 1624 cm™, C=C en 1527 cm™. En masas de
alta resolucion se observo el ion molecular calculado 767.3822, encontrado 767.3854. En el
espectro de RMN de *H (figura 34) mostré una sefial simple en 8.26 ppm asignada al protén
H-2’, esta sefial es caracteristico del anillo de triazol y las senales de los hidrdgenos
aromaticos entre 7.86 y 7.61 ppm correspondientes a los H-2’, H-4’’; 5> y H-6""; mientras
los protones metinicos de las posiciones 1, 2 y 4 entre 6.81 y 6.40 ppm. Para los protones
diastereotopicos en C-15 encontramos en 3.29 ppm una sefial doble de doble para el proton H-
15b con Jisp14 = 4.9 Hz y otra sefial doble de doble para el protén H-15a con Jiss.14 = 4.9 Hz.
El H-9 aparece en 2.81 ppm como sefial multiple. Se observa una sefial simple correspondiente
al CH3-18 en 1.39 ppm.
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Figura 34. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 50.

En la RMN de *C de 50 (figura 35) muestra también las sefiales de los carbonos
correspondientes al heterociclo, el C-17 en 162.7 ppm, el C-3a’ en 159.0 ppm, el C-2’ en
157.4 ppm y el C-7’ en 136.6 ppm, ademas las sefiales entre 135.5 y 128.3 ppm corroboran la
presencia del grupo fenilo presente en la estructura.
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Figura 35. Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 50.
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4.7.2.6. Estructura del m-{bis[3B-hidroxi-5a-androstano[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimid-7’-il]}benceno (51)

La estructura del compuesto 51 se corrobord con base a sus espectros de *H y *3C (figura 36 y
37). En el primero se aprecian las sefiales que muestran la formacion del heterociclo del anillo
de triazolopirimidina. En primer lugar, a frecuencias altas en 8.52 ppm observamos una sefial
simple que corresponde al hidrogeno aromatico del anillo de triazol H-2’, asi mismo se
observan los hidrégenos aromaticos entre 7.94 y 7.73 ppm. En 3.54 ppm se observa una sefial
multiple asignada a H-3. Se puede ver ademas los hidrogenos diastereotdpicos de C-15 en 2.67
y 2.35 ppm como sefiales multiples. A frecuencias bajas destacan las sefiales de los grupos

metilos 18 y 19.
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Figura 36. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 51.
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En el espectro de carbono “*C (figura 37) del compuesto 51, se observaron las sefiales de los
carbonos pertenecientes al heterociclo del anillo del triazolopirimidina en 163.5, 159.6, 158.3,
137.5 y 133.8 ppm correspondientes a los carbonos C-17, C-3a’, C-2’, C-7 y C-16
respectivamente. Se observa ademas la region entre 136.1 y 125.9 ppm que corresponde a los

hidrdégenos aromaticos del grupo fenilo.
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Figura 37. Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 51.

Asi mismo en el espectro de IR se observaron las bandas de los grupos funcionales de OH en
3363 cm™, C=N en 1627 cm™, C=C en 1525 cm™. En masas de alta resolucion se observé el

ion molecular calculado 807.5074, encontrado 807.5042.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

88



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

Los desplazamientos quimicos de RMN de *H y **C de los compuestos [1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidinas 47, 48, 49, 50, 51 y 52 se muestra en la tabla 5. En el espectro de *H-RMN se
observa una sefal caracteristica correspondiente al H-2' (N-CH=N) 8.26-8.52 ppm
perteneciente al anillo de triazol y la desaparicion de la sefial alrededor de 7.4 ppm
correspondiente al proton vinilico. Ademas, para el compuesto 47 se observa una sefial simple
en 6.96 ppm, que se asigna al H-6". En el espectro de **C-RMN, muestra una sefial
caracteristica en 154.0-158.3 ppm correspondiente al C-2' y las sefiales de los carbonos
pertenecientes al heterociclo se encuentran en 142.5-159.6, 162.7-181.2, 110.3-133.9 y 119-
146.3 ppm (C-3a, C-5, C-6 'y C-7, tabla 3). Ademaés, el cambio de la sefial alrededor de 210
ppm correspondiente al grupo carbonilo (C-17, C-20 y C-22, tabla 1 y 2) 162,7 y 181.2 ppm
(tabla 5) evidencia la formacion del heterociclo esteroidal [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas.
Los nuevos compuestos 47-52 se caracterizaron completamente usando una
combinacién de experimentos COSY, HSQC y HMBC, para completar el *H y **C-NMR.
Los espectros de IR de los compuestos 47, 48, 49, 50, 51 muestran las bandas de alargamiento
N=C entre 1525-1632 cm™ como se observa en la Tabla 5, ademas de las bandas
correspondientes a OH en aproximadamente 3363-3223 cm™. Las bandas de alargamiento C-O
se encuentran entre 1195-1268 cm™. Estos resultados muestran que efectivamente los
compuestos obtenidos tienen en su estructura los grupos funcionales antes mencionados. En

los espectros de masas de alta resolucion se observo el ion molecular esperado.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de *H y *C-RMN (8, ppm, , 500 MHz y 125.7 MHz, CDCls) e IR (cm™)

de los compuestos [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinas

47 48 49 50 51 52

H-2’ 8.41 8.27 8.28 8.26 8.52 8.27
H- 6’ 6.96 --- --- --- --- ---
H- 17 2.96 --- --- --- --- ---
Cc-2 155.5 154.0 154.5 157.4 158.3 156.9
C-3a’ 155.8 155.4 155.8 159.0 159.6 142.5
C-5 168.5 181.2 180.9 162.7 163.5 171.8
C-¢’ 110.3 123.0 122.6 132.9 133.8 133.9
C-7 146.3 142.9 142.5 136.6 137.5 119.0

IR

OH 3357 3223 3384 3362 3363
C=N 1535-1614 1525-1621 1585-1632 1527-1624 1525-1627
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4.7.2.7. Estructura del (25R)-12a-aza-homo-5a-espirostan-3p-ol (56)

En el espectro de RMN de *H del compuesto 56 (figura 38) se observaron dos sefiales
multiples correspondientes a H-16 y H-3 en 4.19 y 3.86 ppm. Los protones de la posicién 26
se observan como dos sefiales en 3.55 y 3.43 ppm para H-26ec (ddd) y H-26ax (dd)
respectivamente, presentan Jgem = 10.0 Hz, Jpsec-o5 = 5.4 HZ, Jogec24 = 2.6 HZ Y Jgem = Josax-25 =
10.0 Hz; el valor de sus constantes de acoplamiento y su multiplicidad son tipicos de un anillo
F espirostanico. Hacia 2.69 y 2.62 ppm se observaron dos sefiales multiples que corresponden
a los protones alilicos H-12a y H-12b, lo que indicé la reduccion del carbonilo en C-12. La
sefial de H-20 se presenta como multiple en 1.96 ppm. Los metilos 18 y 19 se presentan como

dos sefiales simples en 1.09 y 1.01 ppm y los metilos 21 y 27 como dos sefiales dobles en 1.04

y 0.96 ppm con Jz1.20=5.1 HZ y Jp7.5 = 5.3 Hz.
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Figura 38. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl5) del compuesto 56.
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En el espectro de RMN de **C (figura 39) se sefialan algunos de los carbonos mas relevantes
para la caracterizacion de la estructura, se observa la desaparicion del carbono de la lactama

que se ubicaba alrededor de 176.5 ppm ahora se observa en 42.4 ppm
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Figura 39. Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDClIs) del compuesto 56.
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4.8 CARACTERIZACION DE NUEVOS DERIVADOS SELENOESTEROIDALES.

S e presenta la caracterizacion de nuevos derivados esteroidales que contienen un
selenoheterociclo anélogo al ebselen o un grupo de tipo selenosemicarbazona
en su estructura compuestos obtenidos a partir de diosgenina (43), hecogenina (30), tigogenina

(42), esmilagenina (61) y tigogenona (72).

4.8.1 Selenoheterociclos esteroidales (analogos al ebselen)

e Caracterizacion de azidas

Los selenoheterociclos esteroidales analogos al ebselen se obtuvieron y caracterizaron los
siguientes compuestos:
(25R)-3a-azidoespirost-5-eno (58), (25R)-3a-azidoespirost-12-ona (87), (25R)-3a-azido-
5a-espirostano (88) y (25R)-3a-azido-5B-espirostano (89)

N

(58) H (87) H (88) H (89)

En el espectro de RMN de *H para 58 se observa un cambio significativo con respecto
al derivado mesilado 57, donde H-3 se observa a frecuencias mas altas (4.20 ppm) mientras
que el de 58 se sitta en 3.80 ppm, siendo los desplazamientos quimicos de las demas sefales
son muy similares a los de la materia prima 57 (Figura 40). Esta misma observacién se

encontré para la azidas 87, 88 y 89.
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Figura 40. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl5) 58.

En la tabla 6 se muestran los desplazamientos de *H y "*C-RMN de las sefiales mas
representativas de los derivados de azidas 58, 87, 88 y 89; obtenidos a partir de los derivados

mesilados 57, 90, 91 y 92. Se puede observar que el proton 3 se desplazan considerablemente
hacia campo bajo.

Tabla 6. Datos seleccionados de RMN de *H y *3C de los compuestos

58, 87, 88 y 89 (CDCls, 6 en ppm).

Compuestos
Posicion 60 (A°) 64 (12 C=0) 68 (5a1) 72 (5B)

1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C

1 33.6 37.3 32.6 30.3

2 26.3 25.4 32.0 -- 24.7

3 3.80 58.1 3.81 55.2 3.89 58.1 3.96 58.7
2.13(b)

4 36.3 28.8 32.8 -- 31.9
2.78(a)
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e Caracterizacion de aminas esteroidales

(25R)-espirost-5-en-3a-amina (59), (25R)-3a-amino-5a-espirost-12-ona (62), (25R)-3a-

amino-5a-espirostano (63) y (25R)-3a-amino-5B-espirostano (64)

N HN
(59) H 62) H ®) 2 H (64)

HN""

En la tabla 7 se muestran los desplazamientos de RMN de *H y *C de las sefiales mas
caracteristicas de las aminas 59, 62, 63 y 64. Solamente se observan cambios significativos en
aquellos protones o carbonos cercanos al carbono C-3 donde se realiz6 la transformacién. Por
ejemplo en el espectro de *H del derivado 59 se observa el cambio de H-3 de 3.80 a 2.94 ppm;
en 5.13 ppm se observa una sefial doble para el proton vinilico 6 con una Js.7eq = 5.2 Hz,
mientras que en el espectro de *C el cambio en el desplazamiento del C-3 de 58.1 a 46.8 ppm
es el més evidente respecto a la azida 68. Para el compuesto 62 nuevamente el cambio mas
significativo que se observa en el espectro de *H es el desplazamiento de H-3 que ahora se
encuentra en 3.81-3.86 ppm; es importante hacer notar que en RMN de *3C se observa en
213.6 ppm la sefial del carbonilo de la cetona 12 y el cambio en el desplazamiento quimico de
C-3 hacia frecuencias mas altas 53.6 ppm. Los carbonos cercanos a C-3 muestran un cambio
ligero en sus desplazamientos quimicos, con una variacion de aproximadamente 3 ppm. Los
espectros de 63 y 64 son muy similares entre si, la Unica diferencia que se observa es en el

desplazamiento de los metilos 21 y 19.
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Tabla 7. Datos seleccionadod de RMN de *H y *3C de los compuestos
61, 65, 70y 75 (CDCl3, 6 en ppm).

Compuestos
Posicion 59 (A°) 62 (12 C=0) 63 (50) 64 (5B)
1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C
2 26.3 31.1 32.0 - 26.6
3 294 468 336 442 312 462 325 462
4 230 36.3 37.4 32.8 - 33.8
(a)
5 1382 - 44.2 40.2 - 36.4
6 514 1228 - 27.8 25.6 - 26.8
12 39.7 2136 - 40.0 - 40.3
16 419 806 439 792 440 807 440 809
18 056 164 103 156 071 165 077 165
19 080 192 087 108 089 115 098  24.0
21 075 142 106 132, 093 144 097 145

e Caracterizacion de los selenoheterociclos esteroidales (analogos al ebselen)

(25R)-3-(3’-Oxobenzo[d][1,2]selenazol-2°(3H)-il)espirost-5-eno (60), (25R)-3-(3’-oxobenzo
[d][1,2]selenazol-2’(3H)-il)-5a-espirost-12-ona (69), (25R)-3-(3’-oxobenzo[d][1,2]
selenazol-2°(3H)-il)-5a-espirostano (70) y (25R)-3-(3’-oxobenzo[d][1,2]selenazol-2°(3H)-
il)-5p-espirostano (71)
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Se (60) Se (69)

o

(70) (71)

Figura 41. Compuestos selenoderivados sobre el nicleo esteroidal 60, 69, 70y 71.

4.8.1.1 Estructura del (25R)-3-(3’-oxobenzo[d][1,2]selenazol-2’(3H)-il)espirost-5-eno (60)

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 60, obtenido a partir de la amina 61, la
caracteristica principal de esta serie de compuestos se encuentra en el desplazamiento del H-3
a frecuencias mas altas hacia 4.95 ppm anillo de tipo benzoselenazolona. Otro cambio
evidente es la aparicion de las sefiales de los protones aromaticos entre 7.40-8.1 ppm.
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En 5.34 ppm se observa una sefial doble que corresponde al proton vinilico de la posicion 6
con Js7ec = 4.8 Hz. En 4.45 ppm se encuentran una sefial multiple correspondiente al protén
16. El protén diastereotépico H-26 axial se presenta como un doble de dobles con dos
constantes grandes debidas al acoplamiento en geminal con H-26 en ecuatorial (J2sax-26ec=10.9
Hz) y al acoplamiento axial-axial con H-25 (Jaeax-252x=10.9 Hz). El proton diastereotopico H-
26 ecuatorial se desdobla en un doble de dobles de dobles con una constante grande (Jagax-
26ec=11 Hz) y dos pequefias (Josec-25ax=4-2 ¥ Jrgecnuec=23-7 Hz). En 2.88 y 2.36 ppm se centran las
sefiales para H-4a y H-4b y entre 1.11 y 0.81 ppm dos sefiales dobles y dos sefiales simples que
pertenecen a los metilos 18, 19, 21 y 27 (], ,0= 6.9 Hz y ],,,5 = 6.3 Hz).

19

i8

27

04
23,22
308 =
312 4
6.14 -3

T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 Lo

Figura 42. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 60.
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En la RMN de *C de 60 (figura 43) en el primer recuadro se observa la aparicién de
una sefial a frecuencias altas hacia 176.6 ppm correspondiente al grupo carbonilo de la
benzoselenazolona; ademas resaltan las sefiales de los carbonos del anillo aromatico entre
123.2 y 139.9 ppm asi como las sefiales de los carbonos vinilicos (C-5 y C-6) entre 138.9 y
127.1 ppm, en 109.5 ppm se observa el carbono 22 lo cual indica que el espirocetal se
mantiene intacto. En el segundo recuadro se muestran los carbonos desplazados a frecuencias
bajas y se resaltan los metilos 19 y 27 los cuales se encuentran en 19.3 y 17.2 ppm por otro

lado, 18 y 21 se observan en 16.3 y 14.5 ppm.

26 17

Figura 43. Espectro de RMN de **C (500 MHz, CDCl3) del compuesto 60.
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En la figura 44 se muestra el espectro HSQC, asi como un ampliacion del mismo, para

el compuesto 60.
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Figura 44. Experimento HSQC de 60.

El experimento HMBC permite observar correlaciones *H-*C a dos y tres enlaces. En
el figura 45 se muestran tres fragmentos en donde se pueden apreciarlas las correlaciones de
las sefiales de los protones aromaticos. En el primer fragmento se observan las correlaciones
de H-1"" con C-3°, C-4’ y C-2"". El H-4”’ correlaciona con C-5" y C-3”’. El H-2”’ con C-4’ y
C-1’ y finalmente el H-3"" con C-2*°, C-5 y C-4”’. En el segundo fragmento se observa
cémo los protones de C-4a y C-4b se acoplan con los carbonos. En el tercer fragmento se
ilustra la correlacion del metilo 19 con C-21, C-1, C-10 y C-9, el metilo 21 con C-20 y C-14;
el metilo 18 correlaciona con C-13, C-14 y C-17 y por tltimo el metilo 27 con C- 24, C-25y
C-26. La ubicacion de estas correlaciones permite una asignacion inequivoca de las sefiales de
los metilos, las cuales son de gran importancia en la determinacion estructural de moléculas

esteroidales.
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Figura 45. Experimento HMBC de 60.
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Para una mejor comparacion de los datos espectroscépicos los & de *H-RMN vy *3C-

RMN de los derivados 60, 69 y 71 se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Desplazamientos de RMN (8, ppm) de *H (CDCls, 500 MHz) y **C (CDCls, 125

MHz) de los derivados 60, 69 y 71.

Compuestos
Posicion 60 (A°) 69 (12 C=0) 70 (5a1) 71 (5B)
1H 13C lH 13C lH 13C 1H 13C
1 33.2 344 33.4 314
2 26.9 26.2 319 25.2
3 4.95 (sa) 51.4 4.82 (sa) 50.2 4.93 (sa) 50.4 4.96 (sa) 51.2
2.36 (m, a) 1.67 (m, b)
4 36.8 33.2 34.7 324
2.88 (m, b) 2.32 (m, a)
5 138.9 40.9 40.5 385
6 5.77 (m) 127.1 28.1 26.9 26.4
18 0.83 (s) 16.3 0.99 (s) 16.0 0.81 (s) 16.5 0.79 (s) 16.4
19 1.11(s) 19.3 0.87 () 11.1 0.91 (s) 115 1.07 (s) 24.0
3’ 167.5 167.4 167.3 167.4
4 139.9 138.0 138.1 138.3
1 8.1 (d) 130.0 7.97 (d) 128.3 8.1 (d) 128.4 8.1 (d) 128.6
2 756 (dd) 1315 751(dd) 131.8 7.59(dd) 131.7 7.58(dd)  131.7
3”7 7.40 (dd) 1258  7.34(dd) 126.2 7.44(dd) 126.1  7.42(dd) teod
4> 7.62 (d) 123.2 7.56 (d) 1235 7.63 (d) 123.3 7.63 (d) 123.4
5’ 128.2 127.3 127.5 127.5
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4.9 SINTESIS DE COMPUESTOS NOVEDOSOS DE TIPO
SELENOSEMICARBAZONAS ESTEROIDALES

En este apartado se describe la caracterizacion de nuevas selenosemicarbazonas esteroidales
derivadas de la hecogenina (30) y tigogenona (72).
1-(4’-metilfenil)-4-[12”’-(5a-espirostan-3-il)]selenosemicarbazona (73); 1-(4’-
metoxifenil)-4-[12°’-(5a-espirostan-3p-il)]selenosemicarbazona (74); 1-(4’-metilfenil)-4-
[3”’-(5a-espirostan-3p-il)]selenosemicarbazona (75); 1-(4’-bromo)-4-[3”’-(5a-espirostan-

3B-il)]selenosemicarbazona (76).

o

NH
(73) R=CH, /©/ (75) R=CH,4
(74) R=OCHj,4 R (76) R=Br

HO

4.9.1.1 Caracterizacion espectroscopica del 1-(4’-metilfenil)-4-[12°’-(5a-espirostan-3p-

il)]selenosemicarbazona (73)

El espectro de RMN de *H del compuesto 73, que mostrd las sefiales correspondientes
de los grupos —NH caracteristicos de la selenosemicarbazona a 9.48 y 9.10 ppm y las sefiales
de los protones aromaticos en 7.48 y 7.18 ppm. Se observan las sefiales de los protones de C-
16 (m, 4.41 ppm) y C-3 (m, 3.62 ppm). Los protones de la posicion 26 se observan como dos
sefiales en 3.48 y 3.37 ppm para H-26ec (ddd) y H-26ax (dd) respectivamente, quepresentan
Jogecos = 3.1 Hz, Jgem = 11.6 Hz, Joec24ec = 1.8 HZ Y Jogax2s = 11.6 Hz; el valor de sus

constantes de acoplamiento y su multiplicidad son tipicos de un anillo F espirostanico.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

103



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

En 2.35 ppm se observa una sefial simple que corresponde al proton de CHs-Ar. Entre

1.15y 0.80 se encuentran las sefiales de los metilos 18, 19, 21 y 27.
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Figura 46. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 73.

En el figura 47 se presenta la RMN de **C de 88 en la cual resalta la sefial del C=Se en

175.2 ppm, por otro lado, las sefiales de los carbonos aromaticos se muestran en la region

comprendida entre 136.4 y 124.8 ppm.
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Figura 47. Espectro de RMN de **C (500 MHz, CDCl3) del compuesto 73.
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Con el experimento HSQC (figura 48) se hizo la asignacién inequivoca de los carbonos

C-2”’ y C-6" asi como los carbonos C-3"" y C-5".
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Figura 48. Experimento HSQC de 73.

El experimento HMBC del compuesto 73 se presenta en la figura 49, y muestra
algunas de las correlaciones principales de la molécula que ayudaron a la inequivoca
caracterizacion de las diferentes posiciones. La sefial en 9.48 ppm tiene correlacion con los
carbonos 2°’, 6°°, 17’ y 3”’. Por otra parte, la sefial en 9.10 se acopla con los carbonos 2°°, 6°°,
1’ y 3. Los protones de C-17 y C-18 con el carbono 12 y finalmente el acoplamiento CHs-Ar
conC-3”,C-5" yC-4”.
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Figura 49. Experimento HMBC de 73.

En las tablas 9 y 10 se muestran algunas de las sefiales caracteristicas de *H y **C-RMN para
las selenosemicarbazonas 73-76.
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Tabla 9. Datos de 'H-RMN de los compuestos 73-76 (8, ppm).
Comp. CH;-Ar OCH;-Ar H-3”y H-5” H-2”yH-6” NHCSe NHAr

73 2.35(s) 7.18 (d) 748 () 9.10 (sa) 9.48 (sa)
74 3.84 (s) 6.92 (d) 749 (d) 891 (sa) 9.42 (sa)
75 223 (s) 7.18 (d) 747 () 898 (sa) 9.39 (sa)
76 7.41 (d) 899 (d) 899 (sa) 9.39 (sa)

Tabla 10. Datos de "C-RMN de los compuestos 73-76 (5, ppm).
Comp. CHs-Ar OCHs;-Ar C-3’yC-5” C-2”yC-6” C-17 C4” C-3 C-12 C=Se

73 21.1 --- 129.3 124.8 135.8 136.4 --- 1614 175.2
74 --- 55.5 126.2 113.9 131.1 158.2 -- 161.5 1755
75 211 --- 129.3 125.2 136.0 136.5 156.9 --- 175.0
76 --- --- 131.7 126.5 119.7 137.7 157.6 --- 175.0

Los datos espectroscopicos confirman las estructuras propuestas. En los espectros de *H-RMN se puede distinguir en todos
los casos la aparicion de las sefiales de los hidrogenos aromaticos entre 6.92-8.99 ppm y las nuevas sefiales pertenecientes a los
grupos NH. La asignacion de los —NH se realizé con ayuda del experimento de RMN de 2D HMBC.
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4. ENSAYOS ANTIPROLIFERATIVOS

La actividad antiproliferativa in vitro de los compuestos 39, 48, 49, 47, 19, 60, 69, 73, 74y 75
se evaluo usando el protocolo del Instituto Nacional del Cancer (NCI) de los Estados Unidos.
% Este estudio ha sido realizado por el Dr. Jos¢é M. Padrén en el laboratorio BioLab del
Instituto Universitario de Bio-Orgéanica “Antonio Gonzalez”, de la Universidad de la Laguna
(Tenerife). Como modelo para estudiar la actividad antiproliferativa de los compuestos
sintetizados en el presente Proyecto, se emplearon las siguientes lineas celulares de tumores
solidos humanos: A549 (pulmoén), HBL-100, (mama), HelLa (cérvix), SW1573 (pulmén), T-
47D (mama) y WiDr (colon).

Los datos referentes a la actividad antiproliferativa de los compuestos sintetizados se muestran
en la tabla 11 y se expresan como Glsg, es decir, la concentracion del compuesto que inhibe el

50% del crecimiento de células tumorales tratadas en relacién con las no tratadas.

Tabla 11. Actividad antiproliferativa (Gls,, UM) frente a lineas celulares
de tumores s6lidos humanos

Compuestos Lineas celulares

A549 HBL-100 HelLa SWI1573 T-47D WiDr

39 >100 >100 >100 >100 >100 >100

47 34+8.3 44+6.6 3548.1 34+4.0 27144 3615.4
48 9.242.9 13£15 9.2+19 2005 6.3t1.8 509+1.1
49 4.1+15 5.8£1.3 54+09 4.8+0.7 4.2+0.7 4.8+0.3
19 2.3+0.2 6.6+0.2 0.9+0.3 35403 45401 4.3+0.1
Etopésido 1.4+0.9 3.3+1.6 1515 22455  23+3.1
Cisplatino 4.940.2 1.9+0.2 1.8+0.5 27404 17433  23+4.3

#Los datos se expresan como la media de 2-4 medidas, incluyendo la desviacion estandar

% Monks, A.; Scudiero, D.; Skedan, P.; Shoemaker, R.; Paull, K.; Vistica, D.; Hose, C.; Langley, J.; Cronice, P.;
Vaigro-Wolf, M.; Gary-Goodrich, M.; Campbell, H.; Mayo, M. J. Natl. Cancer Inst. 1991, 83, 757-766.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO IV
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DISCUSION DE RESULTADOS

En la figura 50 se muestra una comparacion de la actividad antiproliferativa de los
compuestos activos en las diferentes lineas celulares de tumores solidos humanos ensayadas.
Los compuestos que no se incluyen en esta tabla presentan un Glsg mayor 100 uM y como se

menciono en el protocolo se clasifica como inactivos.

Ensayos Antiproliferativos

S
=] m 47
~=
— w48
Q
w49
m19

A549  HBL-100  Hela SW1573  T-47D WiDr

Lineas Celulares

Figura 50. Resultados del ensayo de antiproliferacion.
En la tabla 12 se muestran los resultados finales obtenidos para los productos sintetizados.

Los valores se expresan como Gls, definido como la concentracion del compuesto necesaria

para reducir al 50% el crecimiento celular
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

CAPITULO IV
DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla 12. Actividad antiproliferativa (Glso, UM) frente a lineas celulares

de tumores sélidos humanos?

Compuestos Lineas celulares

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr
73 3.7x0.9 3.8£1.0 3.3t15 29405 13+#1.7 8.1+0.3

74 4.6+1.1 33+14 49116 4516 58+28 31+15

75 69+12 89+19 89+20 86+20 83+23 >100

60 >100 38+11 33+4.0  32+2.6 >100 >100

69 35+6.2 45+6.8 27+£0.7  32+3.2 83+23 88+17
Etopdsido 1.4+0.9 3.3t16  15%15 22+55  23+3.1
Cisplatino 4.9+0.2 1.9+0.2 1.8+05 27404  17+3.3  23+4.3

®Los datos se expresan como la media de 2-4 medidas, incluyendo la desviacion estandar

En la figura 51 se muestra una comparacion de la actividad antiproliferativa de los
compuestos activos en las diferentes lineas celulares de tumores sélidos humanos ensayadas.

El anélisis de estos datos nos permitio establecer una serie de relaciones estructura-actividad.

Ensayos Antiproliferativos

A549  HBL-100

Hel.a SW1573

Lineas Celulares

T-47D WiDr

m73
u74

75
m 60
m69

Figura 51. Resultados del ensayo de antiproliferacion.
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Al comparar la influencia de los diferentes grupos funcionales, la selenosemicarbazona 73 es
el mejor en casi todas las lineas celulares, presentando valores inferiores de Glso que el 5-
fluorouracilo, un farmaco anticancerigeno ampliamente usado en quimioterapia para el
tratamiento de cancer del tracto gastrointestinal, mama, cabeza y cuello. En la linea celular de
cancer de colon es también mejor antiproliferativo que el cisplatino un farmaco
anticancerigeno usado para el tratamiento de varios tipos de céancer, tales como sarcomas,
carcinomas (pequefios céncer de pulmén y ovario), linfomas y tumores de células

germinales.”

70 prestayko, A. W.; D'Aoust, J. C.; Issell, B. F.; Crooke, S. T. Cancer Treatment Reviews, 1979, 6, 17-39.
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO V
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. Métodos generales

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Melt-Temp, con escala en grados centigrados,

utilizando la técnica de capilar abierto y no fueron corregidos.

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales de gel
de silice grado 60, con espesor de capa 0.25 mm que contiene fluoresceina como indicador
(F2s4) empleando para su revelado una ldmpara de luz ultravioleta de onda corta (254 nm,
lampara de UVG-54), o bien por calcinacion de las placas impregnadas con H,SO,4 al 10 %,
una solucién de vainillina (1.5 g) en EtOH con un 1% de H,SOy4, ninhidrina etanolica al 0.1%

0 &cido fosfomolibdico (2 g de acido fosfomolibdico en 100 mL MeOH).

Para la cromatografia en columna se ha empleado como fase estacionaria gel de silice
(Merck Silica Gel 60, tamarfios de particula 0.040-0.063 y 0.063-0.200 mm), como fase movil
los distintos eluyentes indicados en cada caso. Se ha eluido por gravedad o sometiendo a una

ligera presion.

Las rotaciones Opticas se midieron en los polarimetros Perkin-Elmer 341 y Jasco P-2000,

empleando la linea de emision del Na (A= 589 nm).

Los espectros de RMN se obtuvieron en espectrometros Varian-Mercury (multinuclear a 400
MHz para para *H y 100 MHz para **C), Bruker, Avance-300 (300 MHz para *H y 75 MHz
para *C), Avance-500 (500 MHz para 'H y 125 MHz para *C). Para algunas muestras, se
empled una criosonda TCI 500. Se emplearon como disolventes CDCl3;, CD3;0D segin se
indica en cada caso. Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en ppm y los
valores de las constantes de acoplamiento (J), se expresan en Hz. Los espectros se calibraron

usando las sefales del disolvente como referencias internas.’*

™ Gottlieb, H. E.; Kotlyar, V.; Nudelman, A. J. Org. Chem. 1997, 62, 7512-7515.
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Los espectros de masas se determinaron en espectrometros Jeol-JMS-700 MS Station y
QExactive. La fuente de ionizacién empleada es electrospray (ES). En los datos incluidos de
los espectros de masas de alta resolucion se compara con el valor de m/z encontrado hasta la
cuarta

cifra decimal para el ion pseudomolecular o molecular, con el calculado a partir de los

is6topos més abundantes.

Difraccion de Rayos X

Los estudios de cristalografia de rayos-X se determinaron en un difractometro Agilent Gemini.
Para la solucién y el refinamiento se utilizaron métodos directos SHELXD'? para los datos
finales se us6 SHELXL-97.” Los datos del compuesto 25 fueron depositados en la base de
datos Cambridge Crystallographic Center No. CCDC 1447704.

Todos los disolventes empleados se purificaron y se secaron segun los métodos reportados en

la literatura.”

"2 G.M Sheldrick, (2008). Acta Cryst. A64, 112122.

® G.M. Sheldrick, (2015). Acta Cryst. C71, 38.

™ perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals. Butterworth Heinemann: Oxford, 42
ed. 1996.
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MATERIAL PRIMAS UTILIZADAS

“\\\“OAC

AcO HO HO

an Pregnenolona (20) Estrona (24)

HO

I

Trans-androsterona (36) Hecogenina (30) Diosgenina (43)

H
Tigogenona (72)

Esmilagenina (61)
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SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO V
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5.1 Obtencion de tigogenina a partir de diosgenina

5.5.1 Tigogenina (42)

Método 1: A una disolucion de diosgenina (43)
(200 mg, 0.48 mmol) en AcOEt (10 mL) se afiade
Pd(OH),/C al 20% (200 mg), se hidrogena a

presion atmosférica bajo agitacion por 24 horas.

2 O
z 0§
5

HO A continuacion se filtra sobre celita y el filtrado

se concentra a sequedad para dar el compuesto deseado. Rendimiento: Cuantitativo.

Método 2: A una disolucién de hecogenina (30) (500 mg, 1.16 mmol) en EtOH (5.0 mL) se
afiade benzaldehido (1.0 mmol) y una solucién etandlica de KOH al 10%. La reaccion se agita
a temperatura ambiente durante 10 minutos, precipitando un sélido que se filtra se lava con
agua y se seca a vacio para dar 42 como un sélido blanco. Rendimiento: 400 mg, 83%. Los

datos espectroscopicos fueron comparados los reportados en la literatura.”

> Agrawal, P.K.; Jain, D. C.; Gupta, R. K.; Thakur, R. S. Phymchemisfry, 1985, 24, 2479-2496.
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5.2. Acetato de 20-hidroximinopregna-5,16-dien-3B-ilo (18)
NOH A" una disolucion del diacetato  17a-hidroxi-

pregnenolona (17) (1.0 g, 2.40 mmol) en EtOH (20 mL)

se afiade NH,OH-HCI (2 mmol) y CH3COONa (2

mmol). La mezcla de reaccion se mantiene a reflujo bajo

AcO atmosfera inerte durante 2 horas. La fase organica se
extrae CH,Cl, (2x50 mL) y se lava con una disolucién de NaCl (3x10 mL), se seca con
Na,SO,, se filtra y el filtrado se concentra a sequedad. El residuo se purifica mediante

cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 9:1) para dar 18 como un sélido blanco.
Rendimiento: 800 mg, 90%; [a]3° -39° (¢ 0.1, CHCIs); p.f. 149-150°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) & 0.92 (s, 3H, CHs-18), 1.02 (s, 3H, CHs-19), 1.99 (s, 3H,
CH3CO0-21), 2.01 (s, 3H, CHsCOO-3), 2.17 (m, 1H, H-15b), 2.20 (m, 1H, H-15a), 2.29 (m,
1H, H-4a), 2.31 (m, 1H, H-12a), 4.57 (m, 1H, H-3), 5.36 (d, 1H, J = 4.8 Hz, H-6), 6.04 (m,
1H, H-16), 8.53 (a, 1H, NOH).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) §: 11.6 (CHsCO0-21), 15.8 (C-18), 19.2 (C-19), 20.8 (C-11),
21.4 (CH3COO0-3), 27.7 (C-2), 30.2 (C-8), 31.5 (C-15), 31.6 (C-7), 35.5 (C-12), 36.7 (C-10),
36.8 (C-1), 38.1 (C-4), 46.5 (C-13), 50.2 (C-9), 57.0 (C-14), 73.9 (C-3), 122.2 (C-6), 132.9 (C-
16), 140.0 (C-5), 151.4 (C-17), 153.9 (C-20), 170.7 (CH3COO-3).

HRMS-FAB (m/z): calculado para Cy3H3sNO; [M+H]": 372.2539, encontrado 372.2534.
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5.3. 3’-Metil-2H-[1,2]oxazolo[5’,4°:16,17]androst-5-en-3B-ol (19)

A una disolucion del derivado 18 (300 mg, 0.81 mmol)

/ TH en MeOH anhidro (10 mL) se aflade MeONa (10 mL). La

mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente

durante 10 minutos, bajo atmosfera inerte. El crudo de

HO reaccion se disuelve en CH,Cl, (20 mL) y se lava con una
disolucion de NaCl (3x10 mL) y H,O (2x10 mL). La fase orgénica se seca con Na,SO,, se
filtra y el filtrado se concentra a sequedad, el residuo se purifica mediante cromatografia en

columna (Hexano-AcOEt 8:2) para dar 19 como un sélido blanco.
Rendimiento: 200 mg, 75%; [a]3° -60.3° (¢ 0.1, CHClIs); p.f. 163-165 °C.
IR (Vmax): 3408, 3279, 1589, 1415.

'H NMR (CsDsN, 400 MHz) &: 2.18 (s, 3H, CH3-18), 2.24 (s, 3H, CH3-19), 3.35 (s, 3H, CHs-
21), 3.74 (m, 1H, H-4), 3.98 (M, 1H, H-12), 4.95 (m, 1H, H-3), 6.55 (d, 1H, J¢7ec = 4.4 Hz, H-
6), 7.14 (m, 1H, H-16), 8.76 (s, 1H, NH).

3C NMR (CsDsN, 100 MHz) &: 25.9 (C-21), 30.7 (C-18), 37.8 (C-19), 35.6 (C-11), 44.9 (C-
8), 46.1 (C-15), 46.2 (C-7), 46.8 (C-2), 50.8 (C-12), 51.3 (C-1), 51.9 (C-10), 57.8 (C-4), 61.4
(C-13), 65.2 (C-9), 71.7 (C-14), 85.6 (C-3), 135.3 (C-6), 145.0 (C-16), 156.6 (C-5), 166.4 (C-
20), 167.2 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para Cy;H3;NO, [M+H]": 330.2433, encontrado 330.2459.
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5.4. Pregn-4-eno-3,6,20-triona (21)

O A una disolucién de la pregnenolona (20) (1.0 g, 3.16 mmol)

en CH,CI, (10.0 mL) se afiade acetona (83.4 mL) y gota a

gota el reactivo de Jones (4.2 mL) La mezcla de reaccién

agita a temperatura ambiente durante 5 minutos.

o Posteriormente se adiciona isopropanol para consumir el
0 reactivo de Jones excedente. Se disuelve en AcOEt (30 mL)

y se lava con una disolucion de bisulfito de sodio (3x15 mL) y NaCl (3x15 mL). La fase
orgénica se seca con Na,SQq, se filtra y el filtrado se concentra a sequedad, obteniéndose 21

como un s6lido amarillo claro.
Rendimiento: cuantitativo; [a]3° +30.6° (¢ 0.1, CHClIs); p.f. 185-187°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.53 (s, 3H, CH3-18), 1.03 (s, 3H, CH3-19), 2.01 (s, 3H, CHa-
21), 2.55 (dd, 1H, Jgem = 16.0 Hz, J75 = 4.0 Hz, H-7b) 6.01 (s, 1H, H-4).

3C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 12.9 (C-18), 17.1 (C-19), 20.6 (C-11), 22.5 (C-15), 23.8 (C-
16), 31.1 (C-21), 33.6 (C-2), 33.8 (C-8), 35.1 (C-1), 37.8 (C-12), 39.5 (C-10), 43.7 (C-13),
46.2 (C-7), 50.4 (C-17), 56.2 (C-14), 62.9 (C-9), 125.3 (C-4), 160.8 (C-5), 199.9 (C-3), 201.9
(C-6), 209.9 (C-20).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C,;H2sNaO 3 [M+Na]": 351.1936, encontrado 351.1930.
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5.5. (6E)-hidroximinopregn-4-eno-3,20-diona (22)

0 A una disolucién del dicetonico 21 (500 mg, 1.52 mmol) en

EtOH (25 mL) se afiade NH,OH-HCI (3 mmol) y CH3;COONa

(3 mmol). La mezcla de reaccién se refluye durante 2 horas. La

mezcla se diluye con CH,Cl, (2x50 mL) y se lava con una

° | disolucion de NaCl (3x10 mL). La fase organica se seca con
N\OH Na,SO,, se filtra y el filtrado se concentra a sequedad. El

residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 8:2) para dar 22 como

un sélido amorfo blanco.
Rendimiento: 300 mg, 57%; [«]3° -39.8° (¢ 0.1, CHCly); p.f. 153-155°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.56 (s, 3H, CH3-18), 0.95 (s, 3H, CHs-19), 2.01 (s, 3H, CHs-
21), 2.11 (M, 1H, H-15a), 2.16 (M, 1H, H-14), 2.19 (dd, 1H, Jgem = 18.8 Hz, J7as = 5.6 Hz, H-
7a), 2.99 (dd, 1H, Jgem = 18.8 Hz, J7s = 3.6 Hz, H-7b) 6.69 (s, 1H, H-4).

3C NMR (CDCl;, 100 MHz) &: 13.0 (C-18), 18.6 (C-7), 18.8 (C-19), 21.0 (C-11), 22.5 (C-
15), 23.9 (C-16), 31.3 (C-21), 32.9 (C-8), 33.3 (C-2), 38.0 (C-1), 38.5 (C-10), 43.7 (C-13),
45.4 (C-12), 49.4 (C-9), 56.4 (C-14), 63.1 (C-17), 126.8 (C-4), 147.9 (C-5), 154.9 (C-6), 200.6
(C-3), 209.7 (C-20).

HRMS-FAB (m/z): calculado para Cy;H3oNO3; [M+H]": 344.2226, encontrado 344.2240.
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5.6. 2°’H-[1,2]0xazolo[5°,4°,3°:4,5,6] pregn-5-eno-3,20-diona (23)

O A una disolucién de la oxima 22 (200 mg, 0.58 mmol) en

THF anhidro (15 mL) se afiade NaH (1 mmol). La mezcla de

reaccion se refluye bajo atmdsfera inerte durante 2 horas. El

crudo de reaccion se disuelve en CH,Cl, (20 mL) y se lava

o con una disolucion de NaCl (3x10 mL) y H,O (2x10 mL). La
O—NH fase organica se seca con Na,SQO, se filtra y el filtrado se
concentra a sequedad, el residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-

AcOEt 8:2) para dar 23 como un aceite incoloro.
Rendimiento: 60 mg; 30 % [a]%® -84° (¢ 0.1, CHCIly).
IR (Vmax): 3254, 1673, 1687, 1569.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.92 (s, 3H, CH3-18), 1.13 (s, 3H, CHs-19), 1.78 (m, 2H, H-
7), 1.95 (m, 1H, H-15), 2.02 (m, 1H, H-7h), 2.01 (s, 3H, CH3-21), 2.16 (m, 1H, H-17), 2.28
(m, 2H, H-2), 6.69 (s, 1H, H-4), 8.45 (s, 1H, NH).

3C NMR (CDCl3, 100 MHz) &: 13.8 (C-18), 19.3 (C-19), 20.8 (C-11), 23.4 (C-15), 23.8 (C-
16), 26.7 (C-7), 31.1 (C-21), 33.3 (C-8), 34.2 (C-2), 37.5 (C-1), 38.8 (C-10), 44.2 (C-13), 45.6
(C-12), 50.3 (C-9), 55.7 (C-14), 63.3 (C-17), 85.2 (C-4), 117.9 (C-5), 144.5 (C-6), 207.3 (C-
3), 209.8 (C-20).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C,;H3oNO3 [M+H]": 344.2226, encontrado 344.2231.
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5.7. (E)-3-Trimetilacetato-16-bencilidenestra-1,3,5(10)-trien-17-ona (26)

A una disolucion de la cetona o,p-
insaturada 25 (263 mg, 0.73 mmol) en
piridina (4.0 mL) se afiade PvCl (5.86

mmol, 0.72 mL). La mezcla de reaccién

(H3C);CCOO
se agita a temperatura ambiente durante 2

horas. Una vez transcurrido ese tiempo la disolucion se diluye en CH,Cl, (40 mL); la fase
organica se lava con HCI 5% (3x15 mL), una disolucion acuosa de NaHCOj3; (3x15 mL), NaCl
(3x15 mL) y H,O (2x10 mL), se seca sobre Na,SO,, se filtra y el filtrado se concentra a
sequedad, el residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 8:2) para
dar 26 como un s6lido amorfo blanco.

Rendimiento: cuantitativo; [a]3° -49° (¢ 0.1, CHCIy); p.f. 160-162°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.9 (s, 3H, CH3-18), 1.13 (s, 9H, C(CHs)s), 1.71 (m, 1H, H-
8), 2.04 (m, 1H, H-7h), 2.09 (m, 1H, H-12b), 2.28 (M, 1H, H-9), 2.41(m, 1H, H-11a), 2.52 (dd,
Jgem = 15.6 Hz, Ji5014 = 2.8 Hz, 1H, H-15a), 2.90 (M, 1H, H-6), 2.98 (dd, Jgem = 15.6 Hz, Jysp.
14 = 8.0 Hz, 1H, H-15b), 6.79 (d, Js» = 2.0 Hz, 1H, H-4), 6.83 (dd, J,1 = 8.5 Hz, J,4 = 2.0 Hz,
1H, H-2), 7.26 (d, J1» = 8.5 Hz, 1H, H-1), 7.38 (m, 4H, H-3’, H-4>, H-5", H-16"), 7.55 (M, 2H,
H-2’, H-6").

13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 14.4 (C-18), 25.6 (C-11), 26.5 (C-7), 27.0 (C(CHs)3), 28.9
(C-15), 29.2 (C-6), 31.5 (C-12), 37.4 (C-8), 38.8 (C(CHa)3), 43.9 (C-9), 47.6 (C-13), 48.4 (C-
14), 118.5 (C-2), 121.3 (C-4), 126.1 (C-1), 128.6 (C-3’ y C-5"), 129.1 (C-4"), 130.2 (C-2’ y C-
6), 133.1 (C-16"), 135.4 (C-1°), 135.7 (C-10), 136.9 (C-5), 137.6 (C-16), 148.8 (C-3), 177.1 (-
OCOC(CHg)s), 209.2 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para CsoHss03 [M+H]": 443.2586, encontrado 443.2596.
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5.8. Oxima de (E)-3-trimetilacetato-16-bencilidenestra-
1,3,5(10)-trien-17-ona (27)

NOH A una disolucion del derivado 26 (300
mg, 0.68 mmol) en EtOH (10 mL) se
afiade NH,OHHCI (2 mmol) vy
CH3;COONa (2 mmol). La mezcla de

reaccion se refluye bajo atmosfera inerte

(H3C);CCO0

durante 2 horas. La mezcla se diluye con CH,Cl, (2x30 mL) y se lava con una disolucion de
NaCl (3x10 mL). La fase organica se seca con Na,SQO,, se filtra y el filtrado se concentra a
sequedad. EIl residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 8:2)

para dar 27 como un solido blanco.
Rendimiento: 200 mg; 65% [a]3° -84° (¢ 0.1, CHCly); p.f. 179-181°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.9 (s, 3H, CH3-18), 1.13 (s, 9H, C(CHs)s), 1.97 (m, 1H, H-
12b), 2.33 (m, 1H, H-9), 2.37 (m, 1H, H-11a), 2.45 (m, 1H, H-15a), 2.88 (M, 1H, H-6), 2.95
(m, 1H, H-15b), 6.78 (d, J4» = 2.4 Hz, 1H, H-4), 6.82 (dd, J,1 = 8.4 Hz, Jo4 = 2.4 Hz, 1H, H-
2), 7.19 (M, 1H-H-16"), 7.26 (d, J1» = 8.4 Hz, 1H, H-1), 7.27 (m, 1H, H-4"), 7.39 (m, 4H, H-
3, H-5°, H-2’, H-6"), 8.38 (a, IH-NOH).

3C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 14.1 (C-18), 26.2 (C-11), 27.0 (C-7), 27.1 (C(CHa)3), 29.3
(C-15), 31.3 (C-6), 35.2 (C-12), 37.1 (C-8), 38.9 (C(CHs)s), 43.6 (C-9), 46.3 (C-13), 51.7 (C-
14), 118.5 (C-°2), 121.4 (C-4), 124.2 (C-167), 126.2 (C-1), 127.3 (C-3’ y C-57), 128.3 (C-4"),
129.2 (C-2’ y C-67), 135.8 (C-1°), 137.1 (C-10), 137.4 (C-5), 137.7 (C-16), 148.9 (C-3), 166.2
(C-17), 177.3 (-OCOC(CHs)s)

HRMS-FAB (m/z): calculado para CsoH3sNO3 [M+H]": 458.2695, encontrado 458.2675.
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5.9. 3-Trimetilacetato de 5°-fenil-2°,5’-dihidroisoxazolo[4°,3°:16,17]
estra-1,3,5(10)-trien-3-ol (28)

A una disolucién del derivado 27 (150 mg,
0.33 mmol) en MeOH anhidro (10 mL) se
afiade MeONa (10 mL). La mezcla de

reaccion se agita a temperatura ambiente

(HsC)s,CCO0 durante 3 h, bajo atmoésfera inerte. El crudo

de reaccion se disuelve en CH,Cl, (20 mL) y se lava con una disolucion de NaCl (3x10 mL) y
H,O (2x10 mL). La fase orgénica se seca con Na,SOy, se filtra y el filtrado se concentra a
sequedad. EIl residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 8:2)

para dar 28 un aceite incoloro.
Rendimiento: 60 mg; 39.4% [«]3® -23° (¢ 0.1, CHCl5).

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 1.26 (s, 3H, CH3-18), 1.34 (s, 9H, C(CHa)s), 1.67 (m, 1H, H-
12b), 2.33 (m, 1H, H-9), 2.37 (m, 1H, H-11a), 2.10 (m, 1H, H-15a), 2.35 (m, 1H, H-15b), 5.56
(s, 1H, H-5"), 6.67 (d, Ja» = 1.1 Hz, 1H, H-4), 6.82 (dd, Jo1 = 8.0 Hz, Jo4 = 1.1 Hz, 1H, H-2),
7.26 (d, J1» = 8.0 Hz, 1H, H-1), 7.27 (m, 3H, H-2"*, H-4"*, H-6""), 7.39 (m, 2H, H-3", H-5"),
9.1 (s, 1H-NH).

3C NMR (CDCl3, 100 MHz) &: 19.1 (C-18), 24.3 (C-15), 26.8 (C-11), 27.4 (C(CHa3)s), 27.6
(C-7), 30.6 (C-6), 36.4 (C-12), 38.1 (C-8), 40.3 (C(CHs)3), 44.9 (C-9), 46.6 (C-13), 47.4 (C-
14), 85.5 (C-5°), 118.5 (C-2), 120.3 (C-16), 121.6 (C-4), 126.4 (C-1), 127.3 (C-3’ y C-5°),
127.6 (C-4), 128.9 (C-2’ y C-67), 136.1 (C-1°), 137.0 (C-10), 138.4 (C-5), 144.5 (C-17),
148.3 (C-3), 177.4 (-OCOC(CHa)3)

HRMS-FAB (m/z): calculado para CsoH3sNO3 [M+H]": 458.2695, encontrado 458.2702.
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5.10. 5°-Fenil-2°,5’-dihidroisoxazolo[4°,3°:16,17]estra-1,3,5(10)-trien-3-ol (29)

A una disolucion del derivado 28 (60 mg, 0.13
mmol) se afiade una solucion 5 % de KOH/MeOH.
La mezcla de reaccion se mantiene en agitacion bajo

atmosfera inerte a temperatura ambiente durante 2 h.

Transcurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se
disuelve en CH,CI, (20 mL) y se lava con una disolucion de NaCl (3x10 mL) y H,O (2x10
mL). La fase orgéanica se seca con Na,SOy, se filtra y el filtrado se concentra a sequedad, para
dar 29 un aceite incoloro.

Rendimiento: cuantitativo; [a]3® -39° (¢ 0.1, CHCIs).
IR (¥max): 3350, 3230, 1590, 1205.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 1.29 (s, 3H, CHs-18), 1.67 (m, 1H, H-12b), 2.10 (m, 1H, H-
15a), 2.35 (m, 1H, H-15b), 2.65 (m, 2H, H-6), 2.83 (m, 1H, H-9), 5.56 (s, 1H, H-5), 6.49 (d,
Ji2 = 1.1 Hz, 1H, H-4), 6.54 (dd, Jo1 = 8.0 Hz, Jo4 = 1.1 Hz, 1H, H-2), 6.90 (d, J.» = 8.0 Hz,
1H, H-1), 7.28 (m, 3H, H-2"*, H-4"*, H-6""), 7.35 (m, 2H, H-3"*, H-5""), 9.1 (s, 1H-NH).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) §: 19.0 (C-18), 24.9 (C-15), 26.8 (C-11), 27.6 (C-7), 30.6 (C-6),
36.4 (C-12), 38.4 (C-8), 44.9 (C-9), 46.5 (C-13), 47.4 (C-14), 85.5 (C-5), 114.5 (C-2), 117.9
(C-16), 120.6 (C-4), 126.7 (C-1), 127.1 (C-3"" y C-57), 127.6 (C-4""), 128.9 (C-2" y C-6"),
136.0 (C-17), 137.0 (C-10), 138.1 (C-5), 144.5 (C-17), 154.0 (C-3).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C,sH2sNO, [M+H]": 374.2120, encontrado 374.2140.
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5.11. (25R)-5a-espirostano-3,12-diona (31)

Hecogenona

A una disolucion de la hecogenina (30) (2.0 g,

E o
z 3
z $

S

4.66 mmol) en CH,ClI, (20 mL) se afiade acetona
(166.8 mL) y gota a gota el reactivo de Jones

(9.2 mL) La mezcla de reaccion agita a

temperatura ambiente durante 5 minutos.

o Posteriormente se adiciona isopropanol para

I

consumir el reactivo de Jones excedente. Se disuelve en AcOEt (60 mL) y se lava con una
disolucion de bisulfito de sodio (3x15 mL) y NaCl (3x15 mL). La fase organica se seca con
Na,SO,, se filtra y el filtrado se concentra a sequedad, obteniéndose 31 como un sélido

amarillo claro.
Rendimiento: cuantitativo; [a]3° +76.5° (¢ 0.1, CHCIy); p.f. 222-223°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.70 (d, Ja725 = 6.4 Hz, 3H, CH3-27), 0.97 (d, Ja725 = 7.0 Hz,
3H, CHs-21), 0.99 (s, 3H, CH3-18), 1.02 (s, 3H, CH3-19), 2.05 (m, 1H, H-4a), 2.15 (m, 1H,
H-11a), 2.19 (M, 1H, H-4B), 2.24 (m, 1H, H-11p), 2.44 (m, 1H, H-17), 3.25 (dd, Jgem = J26ax.25
=10.9 Hz, 1H, H-26ax ), 3.40 (ddd, Jgem = 10.9 Hz, Jogec-25 = 4.0 Hz, Jogec24 = 2.2 Hz, 1H, H-
26ec), 4.26 (m, 1H, H-16).

3C NMR (CDCl3, 100 MHz) &: 11.2 (C-19), 13.4 (C-21), 16.0 (C-18), 17.3 (C-27), 28.6 (C-
6), 28.9 (C-24), 30.2 (C-25), 31.2 (C-23 y C-15), 31.5 (C-7), 34.3 (C-8), 36.2 (C-10), 37.8 (C-
1), 37.9 (C-11 y C-2), 42.2 (C-20), 44.4 (C-4), 46.2 (C-5), 53.7 (C-17), 54.8 (C-9), 55.1 (C-
13), 55.5 (C-14), 66.9 (C-26), 79.1 (C-16), 109.2 (C-22), 210.6 (C-3), 212.6 (C-12).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C,7H4104 [M+H]": 429.2927, encontrado 429.3022.
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5.12. (2E)-(25R)-2-benciliden-5a-espirostano-3,12-diona (32)

(E)-2-Bencilidenohecogenona

A una disolucion del derivado 31 (500 mg, 1.16
mmol) en EtOH (5 mL) se afiade benzaldehido

£ N
= $
S

(1.0 mmol) y una solucion etandlica de KOH al

10%. La reaccidn se agita a temperatura ambiente

durante 20 minutos, precipitando un sélido que se

A /7 N\ /

A . ,
filtra se lava con agua y se seca a vacio para dar

32 como un sélido blanco.
Rendimiento: cuantitativo; [a]3> +47° (c 0.1, CHCIls); p.f. 149-150°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.74 (d, Ja75 = 6.3 Hz, 3H, CH3-27), 082 (s, 3H, CH3-19),
0.99 (s, 3H, CH3-18), 1.02 (d, Jo725 = 7.0 Hz, 3H, CH3-21), 2.20 (m, 1H, H-4a), 2.24 (m, 1H,
H-110), 2.41 (M, 1H, H-11B), 2.50 (m, 1H, H-17), 2.89 (m, 1H, H-4B), 3.30 (dd, Jgem = Jo6ax25
= 11.0 Hz, 1H, H-26ax ), 3.4 (ddd, Jyem = 11.0 Hz, Jogec-25 = 2.6 HZ, Jogec24 = 2.1 Hz, 1H, H-
26ec), 4.30 (m, 1H, H-16), 7.31 (m, 5H, H-2”, H-3"", H-4>, H-5"", H-6""), 7.54 (a, 1H, H-2").

13C NMR (CDCls, 75.5 MHz) &: 11.4 (C-19), 13.1 (C-21), 15.7 (C-18), 16.9 (C-27), 28.1 (C-
6), 28.6 (C-24), 29.9 (C-25), 30.8 (C-23), 30.9 (C-15), 31.2 (C-7), 34.0 (C-8), 36.3 (C-10),
37.5 (C-1), 40.9 (C-4), 41.8 (C-20), 41.9 (C-11), 42.3 (C-5), 53.2 (C-17), 54.5 (C-9), 54.8 (C-
13), 55.4 (C-14), 66.7 (C-26), 78.9 (C-16), 109.0 (C-22), 128.3(C-3” y C5"), 128.6 (C-4"),
130.1 (C-2"" y C-67), 133.9 (C-2), 135.0 (C-1°"), 137.9 (C-2), 200.3 (C-3), 212.8 (C-12).

HRMS-FAB (m/z): calculado para Ca4H4s04 [M+H]": 517.3318, encontrado 517.3324.
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5.13. Oxima de (2E)-2-bencilidenohecogenona (33)
(2E)-(25R)-2-benciliden-5a-espirostano-3,12-diona

=z
=z

N
N
S
S

A una disolucion del compuesto 32 (300 mg,
0.58 mmol) en EtOH (10 mL) se afade
NH,OHHCI (3 mmol) y CH3COONa (3
mmol). La mezcla de reaccion se refluye bajo

HON atmosfera inerte durante 2 horas. Transcurrido

I

ese tiempo la mezcla se diluye con CH,Cl, (30 mL) y se lava con una disolucién de NaCl
(3x10 mL). La fase orgénica se seca con Na,SO,, se filtra y el filtrado se concentra a
sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 85:15)

para dar 33 como un solido blanco.

Rendimiento: cuantitativo; [a]3° -88° (¢ 0.1, CHCI5); p.f. 156-158°C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.78 (d, Ja725 = 6.8 Hz, 3H, CH3-27), 0.79 (s, 3H, CH5-19),
0.93 (s, 3H, CH3-18), 1.06 (d, Ja725 = 6.4 Hz, 3H, CHs-21), 1.67 (m, 1H, H-1 1at), 1.92(m, 1H,
H-20), 2.06 (m, 1H, H-4a), 2.59 (M, 1H, H-17), 3.00 (m, 2H, H-6), 3.04 (M, 1H, H-4p), 3.29
(m, H, H-11B), 3.37 (dd, Jgem = Jasaxzs = 10.8 Hz, 1H, H-26ax ), 3.49 (ddd, Jgem = 10.8 Hz,
Jogec25 = 3.5 Hz, Jagec.24 = 2.2 Hz, 1H, H-26ec), 4.39 (m, 1H, H-16), 6.98 (a, 1H, H-2"), 7.33
(m, 5H, H-2, H-3>, H-4’*, H-5", H-6"").

13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 11.3 (C-19), 13.2 (C-21), 16.9 (C-18 y C-27), 19.7 (C-11),
28.0 (C-6), 28.3 (C-24), 28.6(C-7), 30.1 (C-25), 30.8 (C-23), 31.1 (C-7), 31.2 (C-1), 34.6 (C-
8), 37.3 (C-10), 41.1 (C-4), 42.1 (C-20), 42.4 (C-5), 46.9 (C-13), 52.8 (C-9), 54.8 (C-17), 56.2
(C-14), 66.6 (C-26), 79.9 (C-16), 109.3 (C-22), 127.1 (C-3"> y C-5""), 128.1 (C-4""), 128.9 (C-
2), 129.5 (C-2°" y C-6"), 132.8 (C-2), 136.5 (C-1"), 159.2 (C-3), 164.1 (C-12).

HRMS-FAB (m/z): calculado para Ca4Hs7N20,4 [M+H]": 547.3536, encontrado 547.3541.
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5.14. Método general para la sintesis de cetonas a,B-insaturadas esteroidales.
A una disolucion de los compuestos 20, 24 o 36 (1.0 mmol) en EtOH (5.0 mL) se afiade
benzaldehido (1.0 mmol) y una solucién etandlica de KOH al 10%. La reaccion se agita a

temperatura ambiente durante 20 minutos, precipitando un solido que se filtra se lava con agua

y Se seca a vacio para dar 37, 25 o0 38.

5.14.1. (E)-21-Benzilideno-3p-hidroxipregn-5-en-20-ona (37)

Rendimiento: 395 mg, 98%; [a]%°-14.9 (c 0.1, CHCIy);
p.f. 108-110 °C,

IR Vimax: 3320, 2939, 1681, 1603.

HO
'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.63 (s, 3H, CHs-18),

1.00 (s, 3H, CH3-19), 2.86 (t, 1H, J = 9.0 Hz, H-17), 3.52 (m, 1H, H-3), 5.36 (d, 1H, J = 5.2
Hz, H-6), 6.78 (d, 1H, J = 16.0 Hz, H-21), 7.39 (m, 3H, H-3’, H-4’, H-5"), 7.55 (m, 3H, H-2",
H-6", H-22).

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) §: 13.5 (C-18), 19.5 (C-19), 21.2 (C-11), 22.7 (C-15), 24.7
(C-16), 31.6 (C-2), 31.8 (C-7), 32.1 (C-8), 36.5 (C-10), 37.3 (C-1), 39.1 (C-4), 42.2 (C-12),
45.0 (C-13), 50.1 (C-9), 57.2 (C-14), 62.2 (C-17), 71.7 (C-3), 121.3 (C-6), 126.7 (C-21), 128.3
(C-2’y6°),128.9 (C-3’y 5°), 130.3 (C-4"), 134.8 (C-1°), 140.8 (C-5), 141.5 (C-22), 200.5 (C-

20). Los datos espectroscpicos fueron comparados los reportados en la literatura.?

HRMS-FAB (m/z): calculado para CygH370, [M+H]": 405.2794, encontrado 405.2786.
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5.14.2. (E)-16-Benzilideno-3pB-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17-ona (25)

0 Rendimiento: 350 mg, 98%; [a]3°+149.3 (c

“ O 0.1, CHCIy); p.f. 245-247 °C.
O‘ IR (¥max: 3352, 2924, 1700, 1613.
HO

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 1.00 (s, 3H,
CH;-18), 2.56 (dd, Jisa.14 = 12.6 Hz, Jgem = 15.6 Hz, 1H, H-15a), 2.90 (m,1H, H-6), 3.00 (dd,
Jisb-14 = 5.6 Hz, Jgem = 15.6 Hz, 1H, H-15b), 4.18 (s, 1H, H of OH), 6.60 (d, Js2 = 2.7 Hz, 1H,
H-4), 6.66 (dd, J,1 = 8.5 Hz, Jo4 = 2.7 Hz, 1H, H-2), 7.14 (d, J1, = 8.5 Hz, 1H, H-1), 7.43 (m,
4H, H-4’, H-3°, H-5>, H-16"), 7.60 (m, 2H, H-2", H-6").

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) §: 14.3 (C-18), 25.6 (C-11), 26.5 (C-7), 28.9 (C-15), 29.2 (C-6),
31.3 (C-12), 37.7 (C-8), 43.7 (C-9), 47.7 (C-13), 48.2 (C-14), 112.6 (C-2), 115.0 (C-4), 126.0
(C-1), 128.4 (C-3> y C-5°), 129.2 (C-4"), 130.1 (C-2’ y C-6), 130.6 (C-10), 133.5 (C-16),

135.1 (C-17), 135.6 (C-5), 137.4 (C-16), 154.3 (C-3), 210.8 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para CysH,70, [M+H]": 359.2011, encontrado 359.2037.

5.14.3. (E)-16-Benzilidene-3B-hidroxi-5a-androstan-17-ona (38)

o

Rendimiento: 360 mg, 95%; [a]3°+23.1°C (c 0.1,
CHCly); p.f. 162-164 °C.

IR (Wmax: 3353, 2922, 1715, 1632.
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'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.79 (s, 3H, CH3-19), 0.87 (s, 3H, CHs-18), 2.34 (m, 1H, H-
153), 2.79 (m, 1H, H-15b), 3.53 (M, 1H, H-3), 7.31 (M, 4H, H-16", H-3’, H-4>, H-5), 7.47 (m,
2H, H-2°, H-6").

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 12.3 (C-19), 14.5 (C-18), 20.6 (C-11), 28.4 (C-6), 29.5 (C-
15), 31.1 (C-7), 31.5 (C-12), 31.8 (C-2), 34.7 (C-4), 35.7 (C-1), 36.8 (C-10), 38.0 (C-8), 44.5
(C-5), 47.6 (C-13), 49.5 (C-14), 54.5 (C-9), 71.1 (C-3), 128.5 (C-3’ y C-5°), 129.3 (C-4"),
130.1 (C-2° y C-6°), 132.9 (C-161), 135.7 (C-1°), 136.1 (C-16), 210.0 (C-17). Los datos

espectroscopicos se compararon con los reportados en la literatura.*®

HRMS-FAB (m/z): calculado para CysH350, [M+H]":379.2637, encontrado 379.2638.

5.15. Método general para la sintesis de dimeros catonicos a,p-insaturadas esteroidales.

A una disolucion de los compuestos 24 o 36 (1.0 mmol) en EtOH (10 mL) se afade
isopthaldehido (0.8 mmol) y una solucidn etandlica de KOH al 10%. La mezcla de reaccién se
refluye durante 3 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con CH,Cl, (25 mL) y se lavd con
salmuera (3x20 mL). La fase orgénica se secdé con NaSO, anhidro, se filtr6 y el disolvente se
elimind a presion reducida, el residuo se purifica mediante cromatografia en columna
(hexano:AcOEt 8:2) para dar 39 o 40.
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5.15.1. m-bis[(E)-3B-hidroxi-16-metilen-17-oxaestra-1,3,5(10)-trien-16"-il]benceno (39)

Rendimiento: 500 mg, 78%; [a]3°+89.6 (c 0.1, CHCIs5); p.f. 230-232 °C.
IR (Vmax): 3413, 2926, 1710, 1616.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.99 (s, 6H, CH3-18), 2.55 (dd, Jgem = 14.0 Hz, 15a-14 = 13.1
Hz, 2H, H-15a), 2.85 (m, 4H, H-6), 2.98 (dd, Jgem = 14.0 Hz, Jisp-14 = 5.4 Hz, 2H, H-15b),
6.85 (d, Jao = 2.7 Hz, 2H, H-4), 6.64 (dd, Jo, = 8.4 Hz, Jo4 = 2.7 Hz, 2H, H-2), 6.64 (d, J;, =
8.4 Hz, 2H, H-1), 7.51 (m, 8H, H-4’, H-6’, H-5", H-16"), 7.72 (m, 2H, H-2").

13C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 14.5 (C-18), 25.9 (C-11), 26.8 (C-7), 29.2 (C-15), 29.4 (C-
6), 31.5 (C-12), 37.9 (C-8), 43.9 (C-9), 47.9 (C-13), 48.4 (C-14), 112.7 (C-2), 115.1 (C-4),
126.3 (C-1), 129.0 (C-5°), 131.0 (C-10), 131.1 (C-4’ y C-6"), 131.9 (C-2*), 132.7 (C-161),

135.9 (C-1’ y C-3"), 136.6 (C-16), 137.6 (C-5), 154.4 (C-3), 210.4 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C44H4704 [M+H]": 639.3474, encontrado 639.34348.
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5.15.2. m-bis[(E)-3p-hidroxi-16-metilen-17-oxa-5a-androstan-16*-il]Jbenceno (40)

o O

PN

HO

Ifl

Rendimiento: 575 mg, 85%; [«]3°+7.0 (c 0.1, CHCI5); p.f. 205-207 °C.

IR (Vmax): 3424, 2922, 1715, 1624.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.79 (s, 6H, CH3-19), 0.87 (s, 6H, CH3-18), 2.34 (m, 2H, H-
15a), 2.77 (dd, 2H, H-15b), 3.51 (m, 2H, H-3), 7.39 (m, 8H, H-16’, H-6’, H-4’, H-5"), 7.47
(m, 2H, H-2).

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 12.3 (C-19), 14.5 (C-18), 20.5 (C-11), 28.4 (C-6), 29.3 (C-
15), 31.1 (C-7), 31.2 (C-12), 31.6 (C-2), 34.7 (C-8), 35.7 (C-10), 36.8 (C-4), 37.8 (C-1), 44.8

(C-5), 47.6 (C-13), 49.4 (C-14), 54.4 (C-9), 70.8 (C-3), 128.8 (C-5), 130.5 (C-4’ y C-6"),
131.9 (C-2"), 132.3 (C-161), 135.8 (C-1° y C-3), 136.8 (C-16), 209.8 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C46Hg304 [M+H]": 679.4726, encontrado 679.4706.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ

Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016 133



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO V
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.16. Acetato de (22S,25R)-12,23-diox0-16,22:22,26 diepoxi-5a-colestan-3B-ilo

(acetato de 23-oxohecogenina) (44)

B 0 Para la sintesis del derivado 23-
—~ oxosapogenina 44 se utilizé la metodologia
reportada en la literatura. A una disolucién
de hecogenina (1.0 mmol) en &cido acético
(20 mL) y CHCl; (4 mL) se afade BF3 OEt;

H (0.8 mL, 6.48 mmol), se agita a temperatura

AcO

ambiente por 10 minutos. A continuacion se agrega poco a poco pequefias NaNO, (200 mg,
2.9 mmol) se mantiene con agitacion a t.a. durante 4 horas. Transcurrido ese tiempo el crudo
de reaccion se vertié en hielo finamente picado con H,O (30 mL), se disuelve en CH,ClI, (30
mL) se neutralizo con una solucion al 5 % de NaHCOg hasta pH entre 6-7 y se lava con H,O
(2x15 mL). La fase organica se seca sobre MgSQ,, se filtra y se concentra a sequedad. El
residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 95:5) obteniéndose 44

como un sélido blanco.
Rendimiento: 340 mg, 70%; [«]3° +10.8 (¢ 0.1, CHCIs); p.f. 170-172 °C.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.85 (s, 3H, CH3-19), 0.87 (d, Jo7.05 = 6.4 Hz, 3H, CH3-27),
0.95 (d, Jo120 = 7.1 Hz, 3H, CH3-21), 0.98 (s, 3H, CHa-18), 1.95 (s, 3H, 3°-OCOCHs), 2.42
(dd, 1H, Ji7.16 = 7.9 Hz, J17.20 = 7.3 Hz, H-17), 2.71 (m, 1H, H-20), 3.54 (dd, Jgem = 10.0 Hz,
Jagecsax = 5.0 Hz, 1H, H-26€c), 3.69 (dd, Jgem = Josaxzsax = 10.0 Hz, 1H, H-26ax), 4.47 (m,
1H, H-16), 4.60 (m, 1H, H-3).

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) §: 11.8 (C-19), 13.0 (C-21), 15.8 (C-18), 17.1 (C-27), 21.4
(3°-OCOCHS3), 27.2 (C-2), 28.1 (C-6), 31.1 (C-7), 31.4 (C-15), 33.7 (C-4), 34.2 (C-8), 35.3 (C-
20), 35.5 (C-25), 36.1 (C-1), 36.2 (C-10), 37.6 (C-11), 44.4 (C-5), 45.2 (C-24), 53.0 (C-17),
55.3 (C-13), 55.4 (C-9), 55.7 (C-14), 65.4 (C-26), 72.8 (C-3), 81.6 (C-16), 109.4 (C-22), 170.3
(3°-OCOCHy), 201.4 (C-23), 212.9 (C-12).
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5.17. Acetato de (23R,25R)-12,22-diox0-16,23:23,26 diepoxi-5a-colestan-3p-ilo (45)

Se siguido el método descrito por Corona
Diaz’®. A una disolucién de 23-oxohecogenina
", 44 (1.0 mmol) en CH,Cl, anhidro (15 mL) se

afiade TiCly (0.4 mL, 3.3 mmol), se mantiene

AcO con agitacion a temperatura ambiente y bajo
H atmosfera inerte durante 7 horas. Transcurrido
ese tiempo el crudo de reaccion se vertio en H,O fria (30 mL), la disolucion se diluye en 30
mL de CHCI; se lava con NaCl (1x15 mL) y H,O (1x50 mL). La fase organica se seca sobre
MgSO;,, se filtra y se concentra a sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia en
columna (hexano-AcOEt 9:1) obteniéndose 45 como un solido blanco. Los datos

espectroscopicos del derivado 46 fueron comparados con los reportados en la literatura.
Rendimiento: 250 mg, 50%; [a]3° -20 (c 0.1, CHClIs); p.f. 167-169 °C.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.95 (s, 3H, CH3-19), 1.05 (d, Ja7.25 = 6.8 Hz, 3H, CH3-27),
1.12 (d, Jp120 = 6.0 Hz, 3H, CHs-21), 1.25 (s, 3H, CHs-18), 2.01 (s, 3H, CHsCO0-3"), 2.41
(dd, 1716 = 7.2 Hz, Ji7.00 = 6.8 Hz, 1H, H-17), 2.5 (dd, J136.11p = 13.2 HZ, J110.00 = 13.2 Hz,
1H, H-11ax), 2.66 (m, 1H, H-20), 3.52 (dd, Jagp06a = Jog.25 = 8.4 Hz, 1H, H-26b), 4.12 (dd,
Joga260 = 8.4 HZ, Jog.05= 7.6 Hz, 1H, H-264), 4.37 ( J16.150 = 6.4 Hz, J1g.155= 7.5 Hz, Jyg.17= 7.2
Hz, 1H, H-16), 4.66 (m, 1H, H-3).

13C NMR (CDClg, 125.7 MHz) &: 11.9 (C-19), 12.9 (C-21), 14.0 (C-18), 16.7 (C-27), 21.3
(CH3COO0-3"), 27.2 (C-2), 28.8 (C-6), 31.4 (C-7), 32.5 (C-15), 33.4 (C-25), 33.7 (C-4), 34.6
(C-8), 36.2 (C-1), 36.2 (C-10), 38.1 (C-11), 40.1 (C-20), 43.7 (C-24), 44.4 (C-5), 48.2 (C-17),
53.3 (C-14), 56.0 (C-9), 56.8 (C-13), 71.2 (C-16), 73.0 (C-3), 75.3 (C-26), 107.5 (C-23), 170.2
(CHsCO0-37), 211.7 (C-22), 211.9 (C-12).

"6 A. Corona Diaz, J.P. Garcia Merinos, Y. L6pez, J.B. Gonzalez Campos, R.E. del Rio, R. Santillan, N. Farfén,
J.W. Morzycki, Steroids 100 (2015) 36-43.
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HRMS-FAB (m/z): calculado para CagH4,0s [M+H]": 486.2981, encontrado 486.2975.

5.18. Diacetato de (23Z, 25R)-12,22-diox0-16,23 epoxi-5a—colestan-23-eno-3f3,26-diilo (46)

o Se siguio el método descrito por Corona

2
Z,
2,
%
Z
“Z

Diaz. A una disolucion del compuesto 45
(0.61 mmol) en CH,Cl, anhidro (5.0 mL)
se aflade anhidrido acético (0.5 mL, 5.2
mmol) y BF3OEt, (0.5 mL, 5.2 mmol), se

mantiene con agitacion a temperatura

OAc

AcO

I

ambiente y bajo atmosfera inerte durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo el crudo de
reaccion se vertié en hielo finamente picado con H,O (30 mL), la disolucion se diluye en 25
mL de CHCI; se lava con NaCl (1x15 mL) y H,O (1x50 mL). La fase organica se seca sobre
MgSO;,, se filtra y se concentra a sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia en
columna (hexano-AcOEt 9:1) obteniéndose 46 como un sélido blanco.

Rendimiento: 274 mg, 85%; [«]3° -21 (¢ 0.1, CHCls); p.f. 167-169 °C.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.88 (s, 3H, CH3-19), 0.97 (d, Ja7.25 = 6.9 Hz, 3H, CH3-27),
1.11 (d, Jo1.20 = 6.6 Hz, 3H, CH3-21), 1.19 (s, 3H, CH3-18), 1.96 (s, 3H, CH3CO0-3), 1.97 (s,
3H, CH3;C00-26), 2.29 (m, 1H, H-17), 2.45 (dd, Jyp11a = Jiip 00 = 13.3 Hz, 1H, H-11ax),
2.53 (M, 1H, H-20), 2.89 (M, 1H, H-25), 3.86 (dd, Jz.26 = 10.6 Hz, Jogszs = 6.6 Hz, 1H, H-
26b), 3.91 (dd, Jos.06 = 10.6 Hz, Jagazs = 6.3 Hz, 1H, H-26a), 4.05 (m, 1H, H-16), 4.62 (m, 1H,
H-3) 5.59 (d, Ja.25 = 9.3 Hz, 1H, H-24).

13C NMR (CDClg, 125.7 MHz) &: 11.8 (C-19), 12.9 (C-21), 14.2 (C-18), 16.8 (C-27), 20.9

(CH3CO0-26), 21.4 (CH3COO0-3), 27.1 (C-2), 28.1 (C-6), 29.6 (C-25), 31.3 (C-7), 32.4 (C-
15), 33.8 (C-4), 34.5 (C-8), 36.1 (C-10), 36.2 (C-1), 38.1 (C-11), 40.1 (C-20), 44.4 (C-5), 47.5
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(C-17), 53.0 (C-9), 56.0 (C-14), 56.9 (C-13), 67.8 (C-26), 73.1 (C-3), 77.8 (C-16), 117.1 (C-
24), 150.6 (C-23), 170.7 (CH3CO0-3"), 171.0 (CH3COO0-26), 199.5 (C-22), 212.1 (C-12).

HRMS-FAB (m/z): calculado para Cs;H40; [M+H]": 529.3165, encontrado 529.3169.

5.19. Método general para la sintesis de derivados esteroidales triazolopirimidinas.

A una disolucion de los compuestos 40, 28, 41, 42, 43 0 46 (1.0 mmol) en n-BuOH (7 mL) se
afiade 3-amino-1,2,4-triazolo (2.0 mmol) y t-BuOK (2.0 mmol). La mezcla de reaccion se
refluye durante 4 horas. Posteriormente, se diluyo con CH,CI,, la solucion se filtro y el
disolvente se evapord a presion reducida, el residuo se purifica mediante cromatografia en
columna (CH,Cl,:MeOH 80:1.5) para dar lugar a 47, 48, 49, 50, 51 0 52.

5.18.1. 17B-{ 7’-fenil[1,2,4]triazolo-[1,5-a] pitimidil } androstan-3B-ol (47)

Rendimiento: 262 mg, 56%; [a]3°+73.5 (¢ 0.1, CHCIs);

IR (Vmax): 3357, 1614, 1535, 1454, 1195.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.54 (s, 3H, CH3-18),
0.93 (s, 3H, CH5-19), 2.96 (m, 1H, H-17), 3.46 (m, 1H,
H-3), 5.31 (d, 1H, Js7ec = 5.2 Hz, H-6), 6.96 (s, 1H, H-
6%), 7.54 (m, 3H, H-3", H-4”’, H-5>), 7.99 (m, 2H, H-2"", H-6""), 8.41 (s, 1H, H-2").

3C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 13.3 (C-18), 19.4 (C-19), 20.8 (C-11), 24.5 (C-15), 24.6 (C-
16), 31.6 (C-2), 31.8 (C-7), 32.1 (C-8), 36.5 (C-10), 37.2 (C-1), 38.4 (C-12), 42.2 (C-4), 45.9
(C-13), 50.1 (C-9), 57.1 (C-14), 58.8 (C-17), 71.6 (C-3), 110.3 (C-6"), 121.4 (C-6), 128.9
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(C-3” y C-57), 129.2 (C-2” y C-6""), 130.1 (C-1°"), 131.6 (C-4>"), 140.8 (C-5), 146.3 (7),
155.5 (C-2°), 155.8 (3a’), 168.4 (C-5°).

HRMS-FAB: (m/z): calculado para C3oHz7N4O [M+H]": 429.2967, encontrado 469.2950.

5.19.2. 3-Hidroxi-7’-fenilestra-1,3,5(10)-trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina

(48)
/’[\N Rendimiento: 235 mg, 56%; [a]25-3.5 (c 0.5,
N| N CHCIy); p.f. 195-197 °C.

P
‘. IR (Vimax: 3223, 1621, 1525, 1446, 1200.

HO 'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 1.11 (s, 3H, CHs-
18), 2.73 (m, 2H, H-15), 2.79 (m, 2H, H-6), 3.17 (s, 1H, H of OH), 6.53 (d, J4, = 2.4 Hz, 1H,
H-4), 6.61 (dd, J1 = 8.4 Hz, J4 = 2.4 Hz, 1H, H-2), 7.05 (d, J1 > = 8.4 Hz, 1H, H-1), 7.51 (m,
3H, H-4’, H-3"", H-5""), 7.73 (m, 2H, H-2"*, H-6""), 8.27 (s, 1H, H-2).

3C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 17.2 (C-18), 25.9 (C-11), 27.1 (C-7), 28.7 (C-15), 29.1 (C-6),
32.8 (C-12), 37.7 (C-8), 43.8 (C-9), 46.8 (C-13), 54.8 (C-14), 112.9 (C-2), 115.2 (C-4), 123.0
(C-16), 125.9 (C-1), 128.5 (C-3> y C-5""), 128.7 (C-1""), 129.4 (C-2** y C-6), 130.6 (C-10),
131.1 (4), 137.3 (C-5), 142.9 (C-7°), 154.0 (C-27), 154.5 (3), 155.4 (C-3a), 181.2 (C-17).

HRMS-FAB: (m/z): calculado para C,7H27N4O [M+H]": 423.2185, encontrado 423.2159.
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5.19.3. 7°-fenil-5a-androstano[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina (49)

N—\ Rendimiento: 345 mg, 78%; [a]3°-252.5 (c 0.2,
AN CHCIy); p.f. 159-161 °C.

IR (Vmax): 3384, 1632, 1585, 1445, 1041.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.82 (s, 3H, CHs-
19), 1.08 (s, 3H, CHs-18), 2.28 (m, 1H, H-15h),
2.64 (m, 2H, H-15a), 3.52 (m, 1H, H-3), 7.51 (m, 3H, H-3>, H-5"*, H-4""), 7.72 (m, 2H, H-
2, H-6"), 8.28 (s, 1H, H-2).

HO
H

3C NMR (CDCP, 125.7 MHz) &: 12.4 (C-19), 17.4 (C-18), 20.7 (C-11), 28.3 (C-6), 29.1 (C-
15), 31.4 (C-2), 31.5 (C-7), 33.0 (C-12), 34.6 (C-8), 35.8 (C-10), 36.8 (C-1), 37.9 (C-4), 44.8
(C-5), 46.7 (C-13), 54.5 (C-9), 55.8 (C-14), 71.0 (C-3), 122.6 (C-16), 128.6 (C-3”’ y C-5""),
129.2 (C-17"), 129.6 (C-27" y C-6"), 131.1 (C-4’"), 142.5 (C-7°), 154.5 (C-2"), 155.8 (32’),
180.9 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para CygHasN4O [M+H]": 443.2811, encontrado 443.2843.
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5.19.4. m-{bis[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trieno[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimid-7’-
il]}benceno (50)

N N
/A/?N NF\

NN\NTI

Rendimiento: 525 mg, 68%; [«]3°-30.6 (c 0.1, CHCI5).
IR (Vmax): 3362, 1624, 1527, 1446, 1268.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 1.39 (s, 6H, CH;-18), 2.81(m, 2H, H-9), 3.11 (dd, Jgem = 12.4
Hz, Jisata = 4.9 Hz, 2H, H-15a), 3.29 (dd, Jgem = 12.4 Hz, Jisp14 = 4.9 Hz, 2H, H-15b), 6.40
(d, Jo4 = 1.4 Hz, 2H, H-4), 6.46 (dd, Jo1 = 7.5 Hz Jo4 = 1.4 Hz, 2H, H-2), 6.81 (dd, J1, = 7.5
Hz, 2H, H-1), 7.61 (M, 2H, H-5""), 7.86 (m, 6H, H-4">, H-6, H-2"), 8.26 (s, 2H, H-2").

13C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 21.0 (C-18), 27.4 (C-11), 29.4 (C-7), 30.6 (C-15), 31.2 (C-
6), 35.4 (C-12), 38.9 (C-8), 44.9 (C-9), 45.8 (C-13), 46.9 (C-14), 114.4 (C-2), 115.7 (C-4),
126.0 (C-2”), 127.9 (C-1), 128.3 (C-4>’ y C-6""), 131.1 (C-5""), 131.8 (C-10), 132.9 (C-16),
1355 (C-1” y C-3"), 136.6 (C-7°), 138.3 (C-5), 156.0 (C-3), 157.4 (C-2°), 159.0 (C-3a’),
162.7 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C4gH47NgO, [M+H]": 767.3822, encontrado 767.3854.
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5.19.5. m-{bis[3B-hidroxi-5a-androstano[17,16-d][1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimid-7’-
il]}benceno (51)

N N
/A?N N{\\
N| N N N

HO ""OH

T
u

Rendimiento: 360 mg, 45%; [«]3°-53.8 (c 0.1, CHCI5).
IR (Vmax): 3363, 1627, 1525, 1445, 1271.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.81 (s, 6H, CH3-19), 1.37 (s, 6H, CHs-18), 2.35 (m, 2H, H-
15a), 2.67 (M, 2H, H-15h), 3.54 (m, 2H, H-3), 7.73 (M, 2H, H-5""), 7.94 (m, 6H, H-2"’, H-4"",
H-6""), 8.52 (s, 2H, H-2").

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 14.9 (C-19), 17.6 (C-18), 21.2 (C-11), 29.3 (C-6), 31.1 (C-
15), 31.7 (C-7), 31.6 (C-2), 33.9 (C-12), 34.7 (C-8), 36.0 (C-10), 37.2 (C-1), 38.0 (C-4), 41.8
(C-5), 46.9 (C-13), 48.0 (C-14), 51.6 (C-9), 70.6 (C-3), 125.9 (C-27"), 129.4 (C-4> y C-6""),
131.4 (C-5), 133.8 (C-16), 136.1 (C-1"" y C-3""), 137.5 (C-7’), 158.3 (C-2"), 159.6 (C-3a’),
163.5 (C-17).

HRMS-FAB (m/z): calculado para CsoHgs3NgO, [M+H]": 807.5074, encontrado 807.5042
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5.19.6. (255)-3pB,26-Dihidroxi-16B-23-epoxi-12-oxo-5a-colestano[23,22-d][1,2,4]triazolo
[1,5-a]pirimidina (52)

Rendimiento: 295 mg, 58%; [a]3°-109.1 (c
0.1, CHCIy).

'H NMR (CDCl5, 500 MHz) 8: 0.98 (s, 3H,
CH3-19), 1.15 (s, 3H, CH3-18), 1.40 (d, J27.25
= 6.7 Hz, 3H, CH3-27), 1.41 (d, Jo1.0 = 6.6
Hz, 3H, CHs-21), 2.68 (m, 1H, H-20), 3.20
(m, 1H, H-25), 3.43 (m, 1H, H-3), 3.61 (m, 1H, H-16), 3.66 (dd, Jgem= 10.6 Hz, Jss25 = 6.6
Hz, 1H, H-26b), 3.98 (dd, Jgem= 10.6 Hz, Jaga25 = 6.3 Hz, 1H, H-26a), 8.27 (s, 1H, H-2").

HO

13C NMR (CDCls, 125.7 MHz) §: 14.4 (C-18), 15.7 (C-21), 17.2 (C-19), 17.9 (C-27), 28.1
(C-6), 29.4 (C-7), 31.3 (C-2), 33.4 (C-15), 35.2 (C-20), 36.1 (C-1), 36.3 (C-8), 36.5 (C-10),
38.1 (C-4), 38.2 (C-11), 40.0 (C-25), 41.7 (C-5), 45.7 (C-9), 51.9 (C-14), 53.2 (C-17), 54.9 (C-
13), 66.8 (C-26), 70.6 (C-3), 80.2 (C-16), 119.0 (C-7°), 133.9 (C-23), 142.5 (C-3a"), 156.9 (C-
2), 171.8 (C-22), 210.8 (C-12).

HRMS-FAB (m/z): calculado para CogH41N4O,4 [M+H]": 509.3128, encontrado 509.3162.
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5.20. Oxima de hecogenina (54)

NOH

§O A una disolucion de hecogenina (30) (500 mg,
1.16 mmol) en EtOH (20 mL) se afiade
NH,OHHCI (2 mmol) y CH3COONa (2 mmol).

La mezcla de reaccion se refluye bajo atmdsfera

HO inerte durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo el

A

crudo de reaccidn se diluye con CH,Cl, (2x50 mL)
y se lava con una disolucion de NaCl (3x10 mL). La fase orgénica se seca con Na,;SQOy, se
filtra y el filtrado se concentra a sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia en

columna (Hexano-AcOEt 9:1) para dar 54 como un sélido blanco.
Rendimiento: 400 mg, 77%; [a]3® +50° (c 0.1, CHCIs) p.f. 127-128 °C.

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) §: 0.79 (d, Jz7.25 = 6.0 Hz, 3H, CH3-27), 0.88 (s, 3H, CH3-19),
0.95 (s, 3H, CH3-18), 1.06 (d, Jo1.20 = 7.2 Hz, 3H, CH3-21), 1.62 (m, 1H, H-11c), 1.85 (m, 1H,
H-20), 2.06 (M, 1H, H-23), 2.55 (m, 1H, H-17), 3.29 (m, 1H, H-11B), 3.37 (dd, Jgem = Jopax.25 =
11.2 Hz, 1H, H-26ax ), 3.49 (ddd, Jgem = 11.2 HZ, Jagec2s = 4.0 Hz, Jogec24 = 2.4 Hz, 1H, H-
26ec), 3.56 (m, 1H, H-3), 4.38 (m, 1H, H-16), 9.00 (s, 1H, NOH).

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) §: 11.7 (C-19), 12.9 (C-21), 16.8 (C-27), 16.9 (C-18), 19.8
(C-11), 28.1 (C-6), 28.4 (C-24), 29.9 (C-25), 30.6 (C-23), 30.6 (C-2), 31.2 (C-7), 31.5 (C-15),
34.5 (C-8), 35.7 (C-10), 36.4 (C-4), 37.3 (C-1), 41.9 (C-20), 44.5 (C-5), 46.9 (C-13), 53.3 (C-
9), 54.9 (C-17), 56.1 (C-14), 66.6 (C-26), 70.4 (C-3), 79.9 (C-16), 109.3 (C-22), 163.9 (C-12).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C,7H4sNO, [M+H]": 446.3298, encontrado 446.3324.
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5.21. (25R)-3pB-acetoxi-12,13-seco-5a-espirostano-12,13-lactama (55)
Acetato de (25R)- 12a-azahecogenina

A una disolucion del derivado 54 (225 mg, 0.50
mmol) en dioxano (4.5 mL) se afiade SOCI, (6

P
Z
Z
=z >
Z S
Z S

equiv.). La mezcla de reaccidén se mantiene en

agitacion a temperatura ambiente durante 15

HO . . ., .,
minutos. A continuacion, el crudo de reaccion se

diluye con CH,CI, (50 mL) y se lava con una disolucion de NaCl (3x10 mL) y H,0 (3x10

I

mL). La fase organica se seca con Na,SQOqy, se filtra y el filtrado se concentra a sequedad,

obteniéndose 55 como un sélido blanco.
Rendimiento: cuantitativo [a]2® +69.3° (¢ 0.1, CHCIy); p.f. 149-152 °C.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 0.77 (s, 3H, CH3-19), 0.79 (d, Js725 = 6.5 z, 3H, CH3-27),
1.02 (d, Jo120 = 6.9 Hz, 3H, CH3-21), 1.31 (s, 3H, CH3-18), 2.01 (m, 1H, H-17), 2.12 (m, 1H,
H-20), 2.27 (m, 1H, H-15p), 2.49 (m, 1H, H-11p), 3.32 (dd, Jgem = Jasaxzs = 11.2 Hz, 1H, H-
26ax ), 3.47 (ddd, Jgem = 11.2 HZ, Jagec-25 = 5.6 HZ, Jagec24 = 3.4 Hz, 1H, H-26ec), 3.59 (m, 1H,
H-3), 4.39 (m, 1H, H-16), 6.14 (a, 1H, CONH).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 11.4 (C-19), 14.1 (C-21), 16.8 (C-27), 18.8 (C-18), 28.1 (C-
6), 28.4 (C-24), 29.8 (C-25), 30.9 (C-23), 31.0 (C-2), 32.4 (C-7), 34.5 (C-15), 36.3 (C-10),
36.7 (C-1), 36.9 (C-11), 37.8 (C-4), 38.7 (C-11), 41.9 (C-20), 43.4 (C-5), 49.8 (C-9), 58.7 (C-
13), 58.8 (C-14), 63.9 (C-17), 66.6 (C-26), 66.7 (C-3), 76.7 (C-16), 108.6 (C-22), 176.5 (C-
12).

HRMS-FAB (m/z): calculado para C,7H4sNO, [M+H]": 446.3298, encontrado 446.3399.
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5.22. (25R)-12a-aza-homo-5a-espirostan-3p-ol (56)
(25R)-12a-aza-homo-5a-tigogenina

Método 1: A una disolucion del derivado
55 (100 mg, 0.22 mmol) en THF anh. (10
mL) se afiade LiAIH4 (57 mg, 1.5 mmol).
La mezcla de reaccion se refluye durante 4

HO bajo atmdsfera inerte. A continuacion, la

H disolucién se diluye con eter (50 mL) y
una solucion de H,O:THF (0.05:0.34 mL) y H,O (3x10 mL). Posteriormente, se filtro y el
filtrado se concentra a sequedad; el residuo se purifica mediante cromatografia en columna
(Hexano-AcOEt 7:3) para dar lugar a 56 como un aceite incoloro.

Rendimiento: 45 mg, 50%.

Método 2: A una disolucién del derivado 55 (100 mg, 0.22 mmol) en THF anh. (10 mL) se
afiade BMS (0.2 mL, 2.00 mmol). La mezcla de reaccion se mantiene en agitacion a t.a. y
atmosfera inerte durante 1:30 hora y media. Posteriormente se adiciono MeOH para destruir el
BMS, el disolvente se evapora bajo presion reducida. El residuo se diluye con CH,Cl, (50 mL)
y se lava con una solucién de NaHCO3 (2x20 mL), una solucién de NaCl (2x20 mL) y H,0
(2x20 mL). La fase orgénica se seca sobre Na,SO, se filtra y el filtrado se concentra a
sequedad; el residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano-AcOEt 8:2) para

dar lugar a 55 como un aceite incoloro.

Rendimiento: 72 mg, 77%. [a]3>-37° (c 0.1, CHCIy).
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'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.96 (d, Jo7.05 = 5.3 Hz, 3H, CH3-27), 1.01 (s, 3H, CHs-19),
1.04 (d, Jo120 = 5.1 Hz, 3H, CH3-21), 1.09 (s, 3H, CHz-18), 1.96 (m, 1H, H-20), 2.62 (m, 1H,
H-12b), 2.69 (m, 1H, H-12a), 3.43 (dd, Jgem = Jasaxzs = 10.0 Hz, 1H, H-26ax ), 3.55 (ddd, Jgem
= 10.0 Hz, Jogec.25 = 5.4 HZ, Jogec-2a = 2.6 Hz, 1H, H-26ec), 3.86 (m, 1H, H-3), 4.19 (m, 1H, H-
16).

13C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 14.8 (C-19), 14.9 (C-21), 15.8 (C-27), 16.8 (C-18), 28.1
(C-6), 28.2 (C-24), 30.1 (C-25), 30.2 (C-23), 30.4 (C-2), 30.6 (C-7), 31.3 (C-15), 32.3 (C-11),
36.0 (C-10), 37.5 (C-1), 37.9 (C-4), 38.2 (C-8), 39.3 (C-20), 41.8 (C-5), 42.4 (C-12), 47.8 (C-
9), 56.2 (C-13), 58.5 (C-14), 59.8 (C-17), 67.2 (C-26), 70.6 (C-3), 81.9 (C-16), 109.5 (C-22).

HRMS-FAB (m/z): calculado para CysHssNO; [M+H]": 418.3321, encontrado 418.3376.

5.23. Método general para la sintesis de derivados mesilados en C-3

A una disolucion del esteroide (0.48 mmol) en CH,Cl, (10 mL) se afiade EtsN (4.31 mmol) y
MeSO,CI (10.34 mmol). La mezcla de reaccién se mantiene con agitacion a 0 °C durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo la mezcla se agita a t. a. bajo atmdsfera inerte durante 2
horas. A continuacion, el producto se lavd con una solucidn saturada de NaHCOj3 (3x 15 mL)
y H,O destilada. La fase organica se seca sobre MgSO, anhidro, se filtra y el filtrado se
concentra a sequedad Yy el sélido resultante se utiliza sin ninguna purificacion adicional. Y se

utilizaron directamente para la siguiente reaccion.
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MsO

(25R)-3B-O-(metanosulfonil)espirost- | (35 g)_38- O-(metanosulfonil)5a-espirost-
5-eno (57) 12-ona (90)

<
(o]

MsO
H
(25R)-3B-0O-(metanOsulfonil)5a- (25R)-3B-0O-(metanosulfonil)5p-
espirostano (91) espirostano (92)

5.24. Método general para la sintesis de las azidas esteroidales

A una disolucion del derivado mesilado (0.41 mmol) en DMSO anhidro (7.0 mL), se afiade
NaN3 (2.11 mmol). La mezcla se agita a 70 °C bajo atmosfera inerte durante toda la noche. El
crudo de reaccion se disuelve en AcOEt (20 mL) y se lava con salmuera (3x20 mL). La fase
organica se seca sobre MgSO, anhidro, se filtra y el filtrado se concentra a sequedad, el

residuo se purifica mediante cromatografia en columna (hexano-AcOEt 9:1).
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5.24.1. (25R)-3a-azidoespirost-5-eno (58)

Rendimiento: 162 mg, 90%.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 0.71 (s, 3H, CH3-18),
0.72 (d, Jo7.25 = 3.1Hz, 3H, CH3-27), 0.90 (d, Jo725 = 6.8
Hz, 3H, CH5-21), 0.95 (s, 3H, CH3-19), 1.79 (m, 1H, H-20), 2.13 (m, 1H, H-4b), 2.78 (m, 1H,
H-4a), 3.30 (dd, Jgem = J26ax25 = 10.7 Hz, 1H, H-26ax ), 3.40 (ddd, Jgem = 10.7 Hz, Joec-25 = 5.5
Hz, Jzeec-24 = 3.9 Hz, 1H, H-26ec), 3.80 (m, 1H, H-3), 4.34 (m, 1H, H-16), 5.32 (m, 1H, H-6).

N o
3

3C NMR (CDCls, 75.5 MHz) 14.3 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 19.2 (C-19), 20.3 (C-
11), 26.3 (C-2), 28.8 (C-24), 30.2 (C-25), 31.1 (C-23), 31.2 (C-8), 31.7 (C-15), 31.7 (C-7),
33.6 (C-1), 36.3 (C-4), 37.3 (C-10), 39.8 (C-12), 40.1 (C-13), 41.5 (C-20), 49.6 (C-9), 56.5 (C-
14), 58.1 (C-3), 62.3 (C-17), 66.8 (C-26), 80.6 (C-16), 109.4 (C-22), 122.8 (C-6), 138.2 (C-5).

5.24.2. (25R)-3a-Azido-5a-espirost-12-ona (87)

(o]

13 Rendimiento: 172 mg, 93%.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 0.72 (d, Jo7.5 = 6.4
Hz, 3H, CH3-27), 0.81 (s, 3H, CHs-19), 0.97 (s, 3H,
CHs-18), 0.99 (d, Ja725 = 6.9 Hz, 3H, CH3-21), 2.22
(m, 1H, H-11B), 2.44 (m, 1H, H-11c), 3.28 (dd, Jgem = Jagax2s = 10.8 Hz, 1H, H-26ax ), 3.40
(ddd, Jgem = 10.8 HZ, Jasec.25 = 1.7 HZ, Jasec2 = 1.5 Hz, 1H, H-26€c), 3.81 (m, 1H, H-3), 4.28
(m, 1H, H-16).

\} —
N 3:\\\\\\\ E
H
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3C NMR (CDCl3, 75.5 MHz) 8: 12.1 (C-19), 13.3 (C-21), 16.1 (C-18), 17.2 (C-27), 25.4 (C-
2), 27.8 (C-6), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 31.1 (C-23), 31.5 (C-15), 31.7 (C-7), 33.9 (C-4), 34.3
(C-8), 36.3 (C-10), 37.3 (C-1), 37.8 (C-11), 42.2 (C-20), 44.5 (C-5), 55.1 (C-13), 55.2 (C-3),
55.3 (C-9), 55.7 (C-14), 55.8 (C-17), 66.8 (C-26), 79.1(C-16), 109.2 (C-22), 213.2 (C-12).

5.24.3. (25R)-3a-Azido-5a-espirostano (88)

Rendimiento: 161 mg, 89%.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.78 (s, 3H, CHa-
18), 0.81 (d, Ja725 = 3.5 Hz, 3H, CH3-27), 0.82 (s,
3H, CH3-19), 0.98 (d, J2725 = 6.9 Hz, 3H, CHs-21),
1.78 (m, 1H, H-17), 1.86 (m, 1H, H-20), 2.01 (M, 1H, H-15), 3.30 (dd, Jgem = Jasaxzs = 10.8
Hz, 1H, H-26ax ), 3.49 (ddd, Jgem = 10.8 Hz, Jogec-25 = 4.5 HZ, Jagec.24 = 4.2 Hz, 1H, H-26eC),
3.89 (m, 1H, H-3), 4.41 (m, 1H, H-16).

N \\\\\\\\\
3

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 11.6 (C-19), 14.5 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 20.6
(C-11), 25.6 (C-6), 28.2 (C-7), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 30.3 (C-25), 31.4 (C-23), 31.7 (C-
15), 32.0 (C-2), 32.6 (C-1), 32.8 (C-4), 35.1 (C-8), 35.9 (C-10), 40.0 (C-12 y C-5), 40.5 (C-
13), 41.6 (C-20), 54.1 (C-9), 56.3 (C-14), 58.1 (C-3), 62.2 (C-17), 66.8 (C-26), 80.8 (C-16),
109.2 (C-22).
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5.24.4. (25R)-3a-Azido-5B-espirostano (89)

Rendimiento: 165 mg, 90%.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.78 (s, 3H, CH3-18),
0.81 (d, Jo725 = 6.3 Hz, 3H, CH3-27), 0.98 (d, Jp75 = 7.1
Hz, 3H, CHs-21), 0.99 (s, 3H, CHs-19), 1.87 (m, 1H, H-20), 3.39 (dd, Jgem = Jzsax2s = 10.9 Hz,
1H, H-26ax), 3.49 (ddd, Jgem = 10.8 HZ, Jasec.2s = 4.4 Hz, Josec24 = 4.1 Hz, 1H, H-26€c), 3.96
(m, 1H, H-3), 4.41 (m, 1H, H-16).

N o
3

13C NMR (CDCls, 125.7 MHz) §: 14.5 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 20.8 (C-11), 23.8
(C-19), 24.7 (C-2), 26.5 (C-6), 26.6 (C-7), 28.8 (C-24), 30.2 (C-25), 30.3 (C-1), 30.7 (C-23),
31.4 (C-15), 31.9 (C-4), 35.1 (C-8), 35.3 (C-10), 37.3 (C-5), 40.3 (C-12 y C-9), 40.7 (C-13),
41.6 (C-20), 56.4 (C-14), 58.7 (C-3), 62.3 (C-17), 66.9 (C-26), 80.9 (C-16), 109.2 (C-22).

5.25. Método general para la sintesis de las aminas esteroidales

A una disolucion de la azida (150 mg, 0.34 mmol) en AcOEt (10 mL), se afiade Pd(OH),/C al

20% (90mg), se hidrogena a presidn atmosférica y a t.a. por 2 horas. A continuacion se filtra

sobre celita y el filtrado se concentra a sequedad para dar el compuesto deseado.
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5.25.1. (25R)-Espirost-5-en-3a-amina (59)

Rendimiento: 134 mg, 94%.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 0.56 (s, 3H,
CH3-18), 0.58 (d, Jo725 = 2.5 Hz, 3H, CH3-27),
0.75 (d, J2725 = 6.8 Hz, 3H, CHs-21), 0.80 (s,
3H, CH5-19), 2.36 (m, 1H, H-4a), 2.94 (sa, 1H, H-3), 3.15 (dd, Jgem = J2gax2s = 10.8 Hz, 1H,
H-26ax ), 3.40 (ddd, Jgem = 10.8 Hz, Josec.os = 4.2 Hz, Jogec2a = 2.7 Hz, 1H, H-26ec), 4.19 (m,
1H, H-16), 5.14 (m, 1H, H-6).

3C NMR (CDCls, 75.5 MHz) 14.2 (C-21), 16.4 (C-18), 17.3 (C-27), 19.2 (C-19), 20.3 (C-
11), 26.3 (C-2), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 31.1 (C-23), 31.3 (C-8), 31.7 (C-15), 31.8 (C-7),
33.6 (C-1), 36.3 (C-4), 37.2 (C-10), 39.7 (C-12), 40.3 (C-13), 41.5 (C-20), 46.8 (C-3), 49.6 (C-
9), 56.5 (C-14), 62.3 (C-17), 66.8 (C-26), 80.6 (C-16), 109.4 (C-22), 122.8 (C-6), 138.2 (C-5).

5.25.2. (25R)-3a-Amino-5a-espirost-12-ona (62)

Rendimiento: 125 mg, 85%.

o = O

'H NMR (CDCl3, 300 MHz) &: 0.78 (d, Jz7.25 = 6.4 Hz,
3H, CH3-27), 0.87 (s, 3H, CHs-19), 1.03 (s, 3H, CH3-18),
1.06 (d, Jz725 = 6.9 Hz, 3H, CHs-21), 2.21 (m, 1H, H-
11B), 2.35 (M, 1H, H-110), 3.34 (dd, Jgem = Jagax2s = 11 Hz, 1H, H-26ax), 3.36 (ddd, Jgem = 11
Hz, Jagec25 = 2.7 HZ, Jogec.4 = 2.5 Hz, 1H, H-26€c), 3.48 (m, 1H, H-3), 4.39 (m, 1H, H-16).

H N 2
2 H
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13C NMR (CDCls, 75.5 MHz) &: 10.8 (C-19), 13.2 (C-21), 15.6 (C-18), 17.1 (C-27), 26.4 (C-
2), 27.8 (C-6), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 31.1 (C-23), 31.4 (C-15), 31.6 (C-7), 31.8 (C-4), 34.3
(C-8), 35.6 (C-10), 36.7 (C-1), 37.4 (C-11), 40.0 (C-20), 42.2 (C-5), 44.2 (C-3), 53.6 (C-9),
55.1 (C-13), 55.5 (C-14), 55.8 (C-17), 66.9 (C-26), 79.2 (C-16), 109.2 (C-22), 213.6 (C-12).

5.25.3. (25R)-3a-amino-5a-espirostano (63)
ER Rendimiento: 128 mg, 90%.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.71 (s, 3H, CHs-18),
0.72 (d, Jo725 = 5.5 Hz, 3H, CH3-27), 0.89 (s, 3H, CHs-
19), 0.93 (d, Jo725 = 6.9 Hz, 3H, CH3-21), 1.91 (m, 1H,
H-20), 3.12 (sa, 1H, H-3), 3.30 (dd, Jgem = Jo6ax2s = 10.8 Hz, 1H, H-26ax ), 3.42 (ddd, Jgem =
10.8 Hz, Jogec25 = 4.6 Hz, Jogec.os = 4.1 Hz, 1H, H-26€c), 4.40 (m, 1H, H-16).

TRV
2 H

13C NMR (CDCly, 125.7 MHz) §: 11.5 (C-19), 14.4 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 20.6
(C-11), 25.6 (C-6), 28.2 (C-7), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 30.3 (C-25), 31.4 (C-23), 31.7 (C-
15), 32.0 (C-2), 32.6 (C-1), 32.8 (C-4), 35.1 (C-8), 35.9 (C-10), 40.0 (C-12), 40.2 (C-5), 40.5
(C-13), 41.6 (C-20), 46.2 (C-3), 54.1 (C-9), 56.3 (C-14), 62.1 (C-17), 66.8 (C-26), 80.7 (C-
16), 109.2 (C-22).
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5.25.4. (25R)-3a-Amino-5@-espirostano (64)

Rendimiento: 128 mg, 90%.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8: 0.77 (s, 3H, CHa-
18), 0.79 (d, Ja725 = 6.3 Hz, 3H, CH3-27), 0.97 (d,
Jo725 = 7.0 Hz, 3H, CH3-21), 0.98 (s, 3H, CH5-19), 1.77 (m, 1H, H-17), 1.87 (m, 1H, H-20),
3.25 (sa, 1H, H-3), 3.53 (dd, Jgem = J2gax2s = 10.9 Hz, 1H, H-26ax), 3.48 (ddd, Jgem = 10.8 Hz,
Jogec-25 = 5.9 Hz, Jogec.0a = 4.1 Hz, 1H, H-26¢ec), 4.40 (m, 1H, H-16).

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) 8: 14.5 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 20.8 (C-11), 24.0
(C-19), 26.6 (C-2), 26.8 (C-6), 28.1 (C-7), 28.8 (C-24), 29.9 (C-25), 30.3 (C-23), 31.4 (C-1),
31.8 (C-15), 33.8 (C-4), 35.3 (C-8), 35.5 (C-10), 36.4 (C-5), 39.8 (C-9), 40.3 (C-12), 40.7 (C-
13), 41.6 (C-20), 46.2 (C-3), 56.5 (C-14), 62.3 (C-17), 66.8 (C-26), 80.9 (C-16), 109.2 (C-22).

5.26. Acido 2,2’-diselenobisbenzoico (67)

i Solucién 1: A una suspension de selenio negro (2.0 g, 25.30

Ho mmol) y NaOH (1.0 g, 25.00 mmol) en 25 mL de H,O en un
z: matraz de dos bocas se afiade a 0°C y gota a gota una disolucién
@;‘/OH de NaBH, (0.12 g, 3.17 mmol) y NaOH (166.0 mg, 4.15 mmol)
I en H,O (10 mL). Una vez finalizada la adicion se retira el bafio

de hielo y se deja reaccionar durante 1h; posteriormente se

calienta a reflujo durante 30 min para la formacién del Na,Ses.
Solucion 2: Se prepara una disolucion de acido antranilico (65) (1.71 g, 12.66 mmol) en HCI
37% (2.4 mL) y H,O (14 mL). A esta disolucion se le afiade gota a gota a 0°C una disolucién
de NaNO; (912.0 mg, 13.22 mmol) en H,O (12 mL), que se mantiene en el bafio de hielo para
formar la sal de diazonio 66.
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Solucion 3: Cuando se ha formado el Na,Se; se deja enfriar y se le afiade gota a gota la
sal de diazonio sobre el crudo de la solucion 2. La mezcla de reaccion se mantiene con
agitacion bajo atmdsfera inerte, oscuridad a t.a durante 30 min.

Por altimo, se lleva a ebullicion; una vez alcanzada la temperatura se deja enfriar y se
filtra sobre celita. Al filtrado se le adiciona HCI 10% hasta pH &cido. El precipitado de color
amarillo se filtra y, posteriormente, se le aflade MeOH (20 mL) y se mantiene a ebullicién
durante 5-10 minutos; finalmente se filtra en caliente para eliminar el sélido en suspension y el
filtrado se concentra a sequedad, obteniéndose 67, que se usa directamente para la siguiente
reaccion sin ninguna purificacion adicional.”’

Rendimiento: 1.2 g, 47%. Los datos espectroscdpicos coinciden con los de la bibliografia.

5.27. Cloruro de 2-cloroselenobenzoilo (68)

(o) A una disolucién del Acido 2,2’-diselenobisbenzoico 67 (100 mg, 0.25

cl mmol) se afiade SOCI, (1.6 mL, 20.2 mmol) y DMF anhidro (49 pL,
Se 0.65 mmol) se calienta a reflujo bajo atmosfera inerte y oscuridad
(';| durante 2 horas. A continuacion el crudo de reaccion se concentra a

sequedad, obteniéndose 868 como un sirupo marrén. Los datos
espectroscopicos fueron comparados con los reportados en la

literatura’®.

""Nascimento, V.; Ferreira, N. L.; Canto, R. F. S.; Schott, K. L.; Waczuk, E. P.; Sancineto, L.; Santi, C.; Rocha,
J. B. T.; Braga, A. L. Eur. J. Med. Chem. 2014, 87, 131-139.
78 J. Mlochowski, K. Kloc, L. Sypen, A.D. Inglot, E. Piasecki, Liebigs Ann. Chem. (1993) 1239-1244.
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5.28. Método general para la sintesis de (25R)-3-(3’-Oxobenzo[d][1,2]selenazol-2°(3H)-
il)espirostanos

A una disolucion de la amina 59 (92 mg, 0.22 mmol), 62 (100 mg, 0.23 mmol), 63 (61 mg,
0.15 mmol) o 64 (40 mg, 0.096 mmol) en CH,Cl, anhidro (7 mL) se afiade el compuesto 68
(88 mg, 0.35 mmol) para 60, (72 mg, 0.28 mmol) para 69 y 70 o0 (90 mg, 0.35 mmol) para 71
(38 mg, 0.15 mmol); disuelto en CH,Cl, anhidro (1 mL) y EtsN (97 uL, 0.69 mmol) para 60,
(60 uL, 0.41 mmol) para 69, (64 uL, 0.44 mmol) para 70 y (42 uL, 0.29 mmol) para 71. La
mezcla de reaccidén se mantiene en agitacion bajo atmosfera inerte y a t.a. durante 2 horas.
Transcurrido ese tiempo, el crudo de reaccién se diluye con CH,Cl, y se lava con H,0O
destilada (3 x 10 mL). La fase organica se seca sobre MgSO, anhidro y se concentra a
sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia en columna (hexano-AcOEt 8:2) para
dar 60, 69, 70 y de (hexano-AcOEt 85:15) para 71 para dar en todos los casos un solido

amarillo.

5.28.1. (25R)-3a-(3’-Oxobenzo[d][1,2]selenazol-2’(3H)-il)espirost-5-eno (60)

\O
S
S

Rendimiento: 42mg, 32 %; [a]3%-92 (c 0.25,
CH.Cl,).

s
N*
|

g 'H NMR (CDCl3, 500 MHz) &: 0.81 (d, Jz7.25 =

6.3 Hz, 3H, CH3-27), 0.83 (s, 3H, CH3-18), 0.99
(d, J120= 6.9 Hz, 3H, CH3-21), 1.11 (s, 3H, CH3-19), 2.36 (m, 1H, H-4b), 2.88 (m, 1H, H-4a),
3.40 (dd, Jgem = Josaxzs = 10.9 Hz, 1H, H-26ax ), 3.50 (ddd, Jgem = 10.9 Hz, Josec.25 = 4.2 Hz,
Jogec.2a = 3.7 Hz, 1H, H-26€c), 4.45 (m, 1H, H-16), 4.95 (sa, 1H, H-3), 5.77 (d, Jg7ec = 4.8 Hz,
1H, H-6), 7.40 (dd, J5= 2~ = 8.2 Hz, J3= 4~ = 7.8 Hz, 1H, H-3"), 7.56 (dd, Jo- 1~ = 7.8 Hz, J5- 5+
= 8.2 Hz, 1H, H-2"), 7.62 (d, J4 3+ = 7.8 Hz, 1H, H-4""), 8.1 (d, J;-»~ = 7.8 Hz, 1H, H-1"").
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3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) 14.5 (C-21), 16.3 (C-18), 17.2 (C-27), 19.3 (C-19), 20.4 (C-
11), 26.9 (C-2), 28.8 (C-24), 30.4 (C-25), 31.3 (C-23), 31.5 (C-8), 31.8 (C-15), 32.8 (C-7),
33.2 (C-1), 36.8 (C-4), 37.4 (C-10), 39.7 (C-12), 40.4 (C-13), 41.6 (C-20), 50.1 (C-9), 51.4 (C-
3), 56.5 (C-14), 62.1 (C-17), 66.9 (C-26), 80.3 (C-16), 109.5 (C-22), 123.2 (C-4>"), 125.8 (C-
3°%), 127.1 (C-6), 128.2 (C-5%), 130.0 (C-1°"), 131.5 (C-2""), 138.9 (C-5), 139.9 (C-4’), 167.5
(C=0).

HRESIMS (m/z): calculado para Cs4Hss0sNNaSe [M+Na]*: 618.2457, encontrado 618.2442.

5.28.2. (25R)-3a -(3’-Oxobenzo[d][1,2]selenazol-2°(3H)-il)-5a-espirost-12-ona (69)

o = ©

Rendimiento: 40 mg, 29%; [a]4°+37 (c 0.19,
CH,Cl,).

~
B
2
Z
o

'H NMR (CDCls, 300 MHz) 8: 0.72 (d, Jo725 =
6.3 Hz, 3H, CH3-27), 0.87 (s, 3H, CH3-19), 0.99
(s, 3H, CH3-18), 1.00 (d, J2725 = 5.5 Hz, 3H, CH3-21), 2.19 (m, 1H, H-11p), 2.36 (m, 1H, H-
11a), 2.47 (m, 1H, H-20), 3.28 (dd, Jgem = Josax2s = 10.9 Hz, 1H, H-26ax ), 3.42 (ddd, Jgem =
10.9 Hz, Jasec-2s = 3.2 Hz, Jogec24 = 3.1 Hz, 1H, H-26ec), 3.81 (m, 1H, H-3), 4.27 (m, 1H, H-
16), 4.82 (sa, 1H, H-3), 7.34 (dd, J3 >~ = 7.3 Hz, J3-4» = 7.4 Hz, 1H, H-3""), 7.51 (dd, Jo» 1~ =
7.7 Hz, Jy»3» = 7.3 Hz, 1H, H-2"), 7.56 (d, J4- 3~ = 7.4 Hz, 1H, H-4"), 7.97 (d, J;»2~ = 7.7
Hz, 1H, H-1"").

n—
(]

3C NMR (CDCls, 75.5 MHz) &: 11.1 (C-19), 13.3 (C-21), 16.0 (C-18), 17.1 (C-27), 26.2 (C-
2), 28.1 (C-6), 28.8 (C-24), 29.7 (C-25), 30.2 (C-23), 31.1 (C-15), 31.4 (C-7), 33.2 (C-4), 34.3
(C-8), 34.4 (C-1), 36.3 (C-10), 37.4 (C-11), 40.9 (C-5), 42.2 (C-20), 50.2 (C-3), 53.5 (C-14),
55.1 (C-13), 55.9 (C-9 y C-17), 66.9 (C-26), 79.2 (C-16), 109.3 (C-22), 123.5 (C-4"), 126.2
(C-37), 127.3 (C-57), 128.3 (C-1°"), 131.8 (C-2""), 138.0 (C-4"), 167.4 (C=0), 213.4 (C-12).
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HRESIMS (m/z): calculado para Cz4Hss04sNNaSe [M+Na]*: 634.2406, encontrado 634.2380.

5.28.3. (25R)-3a -(3’-Oxobenzo[d][1,2]selenazol-2°(3H)-il)-5a-espirostano (70)

Rendimiento: 20 mg.

'H NMR (CDCl;, 500 MHz) &: 0.81 (s, 3H, CHs-
18), 0.89 (d, Jo725 = 4.3 Hz, 3H, CH3-27), 0.91 (s,
3H, CH3-19), 1.00 (d, Jz7.25 = 6.9 Hz, 3H, CH3-21),
1.79 (m, 1H, H-20), 3.40 (dd, Jgem = Jagax-25 = 10.9
Hz, 1H, H-26ax ), 3.49 (ddd, Jgem = 10.9 Hz, Jagec.25 = 5.3 Hz, Jogec24 = 4.2 Hz, 1H, H-26¢c),
4.42 (m, 1H, H-16), 4.93 (sa, 1H, H-3), 7.44 (dd, J35~ = 7.2 Hz, J3-4> = 7.5 Hz, 1H, H-3"),
7.59 (dd, Jo»1» = 7.8 Hz, Jy»3» = 7.2 Hz, 1H, H-2"), 7.63 (d, J4~3» = 7.5 Hz, 1H, H-4"), 8.1
(d, 312> = 7.8 Hz, 1H, H-1"").

n—
o Z

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) &: 11.5 (C-19), 14.5 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 20.6
(C-11), 26.9 (C-6), 29.4 (C-7), 29.7 (C-24), 30.2 (C-25), 31.4 (C-25), 31.4 (C-23), 31.7 (C-
15), 31.9 (C-2), 33.4 (C-1), 34.7 (C-4), 35.1 (C-8), 35.9 (C-10), 40.0 (C-12), 40.5 (C-5), 41.4
(C-13), 41.6 (C-20), 50.4 (C-3), 54.9 (C-9), 56.4 (C-14), 62.2 (C-17), 66.9 (C-26), 80.8 (C-
16), 109.3 (C-22), 123.3 (C-4’"), 126.1 (C-3°"), 127.5 (C-5°), 128.4 (C-1"), 131.7 (C-2"),
138.1 (C-4), 167.3 (C=0).

HRESIMS (m/z): calculado para CssHss03NSe [M+H]": 598.2794, encontrado 598.2780.
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5.28.4. (25R)-3a -(3’-Oxobenzo[d][1,2]selenazol-2°(3H)-il)-5B-espirostano (71)

Rendimiento: 33 mg, 58%; [a]3°-49 (c 0.20,
CH,Cl,).

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.79 (s, 3H, CHa-

de 18), 0.81 (d, Jo7.25 = 6.4 Hz, 3H, CH3-27), 0.99 (d,

Jp725= 6.9 Hz, 3H, CH3-21), 1.07 (s, 3H, CH3-19),

1.67 (m, 1H, H-4b), 2.32 (M, 1H, H-4a), 3.39 (dd, Jyem = Jasax-25 = 10.9 Hz, 1H, H-26ax ), 3.49

(ddd, Jgem = 10.9 HZ, Josec.25 = 8.3 HZ, Jasec.s = 4.2 Hz, 1H, H-26ec), 4.43 (m, 1H, H-16), 4.96

(sa, 1H, H-3), 7.42 (dd, J35 = 6.9 Hz, J3- 4~ = 7.9 Hz, 1H, H-3""), 7.58 (dd, Jo= 1~ = 7.6 Hz,

Jy30= 6.9 Hz, 1H, H-2"), 7.63 (d, J43+ = 7.9 Hz, 1H, H-4"), 8.1 (d, J;+»+ = 7.6 Hz, 1H, H-
17).

3C NMR (CDCls, 125.7 MHz) 8: 14.5 (C-21), 16.4 (C-18), 17.1 (C-27), 20.8 (C-11), 24.0
(C-19), 25.2 (C-2), 26.4 (C-6), 26.5 (C-7), 28.8 C-24), 29.7 (C-25), 30.3 (C-23), 31.4 (C-1),
31.8 (C-15), 32.4 (C-4), 34.9 (C-8), 35.2 (C-10), 38.5 (C-5), 40.2 (C-12), 40.6 (C-9), 40.7 (C-
13), 41.6 (C-20), 51.2 (C-3), 56.3 (C-14), 62.3 (C-17), 66.9 (C-26), 80.9 (C-16), 109.2 (C-22),
123.4 (C-47), 126.1 (C-37"), 127.5 (C-5), 128.6 (C-1""), 131.7 (C-2"’), 138.3 (C-4’), 167.4
(C=0).

HRESIMS (m/z): calculado para Cs4H470sNNaSe [M+Na]": 620.2613, encontrado 620.2598.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

158



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO V
DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.29. Método general para la sintesis de las formamidas 77-79

1.”° Una disolucién

Las formamidas se han sintetizado siguiendo el método descrito Lopez, et a
de la amina correspondiente (2.79 mmol) en formiato de etilo (4.0 mL) y AcOH (0.5 mL, 8.74
mmol) se mantiene a reflujo por 5 horas o toda la noche en el ultimo caso. A continuacion, se

concentra a sequedad y el sélido resultante se utiliza sin ninguna purificacion adicional.

NHCHO NHCHO
CH3 OCH3
N-(p-Metilfenil)formamida (77) N-(p-Metoxifenil)formamida (78)
Rendimiento: 371 mg, 98%. Rendimiento: 415 mg, 98%.
NHCHO
Br

N-(p-Bromofenil)formamida (79)
Rendimiento: 550 mg, 98%.

™ Lépez, O.; Maza, S.; Ulgar, V.; Maya, |.; Fernandez-Bolafios, J.G. Tetrahedron, 2009, 65, 2556-2566.
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5.30. Método general para la sintesis de los isoselenocianatos.

La sintesis de los isoselenocianatos se basa en la metodologia descrita por Lépez et al.* A una
disolucién de la formamida correspondiente: y EtsN (5.5 mmol) con tamiz molecular de 4 A
en CH,Cl, anhidro (10.0 mL) se afiade gota a gota una solucion de trifosgeno (0.69 mmol) en
CH,Cl, anhidro (5.0 mL) bajo atmdsfera de argdn durante 30 minutos. Finalizada la adicion,
la mezcla se calienta a reflujo en la oscuridad, se afiade Se negro (5.2 mmol) durante el tiempo
indicado en cada caso. A continuacion se filtra sobre celita, el filtrado se concentra a sequedad

y el residuo se purifica mediante cromatografia en columna.

Isoselenocianato de p-tolilo Isoselenocianato de Isoselenocianato de
(80) p-metoxifenilo (81) p-bromofenilo (82)
NCSe NCSe NCSe
CH; OCH;4 Br

N-(p-tolil)formamida (200  N-(p-metoxi)formamida (223  N-(p-bromo)formamida (350
mQ), el reflujo transcurre mQ), el reflujo transcurre mQ), el reflujo transcurre
durante 4 h. durante 3 h. durante toda la noche.
Rendimiento: 270 mg, 93%.  Rendimiento: 265 mg, 85%.  Rendimiento: 400 mg, 87%.

5.31. Método general para la sintesis de las selenosemicarbazidas

A una disolucion del isoselenocianato correspondiente (0.76 mmol) en CH,CI, anhidro (5.0
mL) tapada para estar con oscuridad y a temperatura ambiente el tiempo necesario.
Transcurrido ese tiempo, se concentra a sequedad Yy el sélido resultante se utiliza sin ninguna

purificacion adicional.

Tesis doctoral AILED VERONICA ARENAS GONZALEZ
Posgrado en Ciencias Quimicas, BUAP, 2016

160



SINTESIS DE DERIVADOS ESTEROIDALES CON HETEROATOMOS CAPITULO V

DE N, O, Se CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DESARROLLO EXPERIMENTAL
Se NH2 Se /NHZ
>;N/H »—NH
HN HN
CH, OCH,

N-(p-metoxifenil)selenosemicarbazida
(84)
Rendimiento: 180 mg, 96%.

N-(p-tolil)selenosemicarbazida (83)
Rendimiento: 170 mg, 97%.

Se /NHZ
NH
HN
Br

N-(p-bromofenil)selenosemicarbazida (85)

La reaccion transcurre durante 3 h.

5.32. Método general para la sintesis de las selenosemicarbazonas

A una disolucion de hecogenina 30 (100 mg, 0.23 mmol), 72 (100 mg, 0.241 mmol), en EtOH
(22 mL) se afiade gota a gota acido acético glacial hasta alcanzar un pH 5 y después la
selenosemicarbazida correspondiente. La mezcla se mantiene en agitacion a 70 °C bajo
atmosfera inerte y en la oscuridad durante toda la noche. A continuacion se concentra a
sequedad y el residuo se purifica mediante cromatografia en columna de silica fina (CH,Cl,-

MeOH 75:1) para dar en todos los casos un solido amarillo.
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5.32.1 1-(5"a-Espirostan-3"B-hidroxi-12°’-ilideno)-4-(4’-metilfenil)-3-

selenosemicarbazona (73)

Rendimiento: 27 mg, 18%; [a]3’+13 (c, 0.21,

H
O/N\]/Se CH,Cl,).
H5C HN_

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.80 (d, Ja7.25
= 6.3 Hz, 3H, CH;-27), 0.93 (s, 3H, CHs-19),
1.02 (s, 3H, CH3-18), 1.15 (d, Jy725 = 6.9 Hz,
3H, CH3-21), 1.86 (m, 1H, H-20), 2.35 (s, 3H,
CHs-Ar), 2.68 (m, 1H, H-17), 3.37 (dd, Jgem =
Joganzs = 11.06 Hz, 1H, H-26ax ), 3.48 (ddd, Jgem = 11.06 Hz, Jasec.25 = 3.1 HZ, Jasec.oa = 1.8 Hz,
1H, H-26ec), 3.62(m, 1H, H-3), 4.41 (m, 1H, H-16), 7.18 (d, J = 8.09 Hz, 2H, H-3"" y H-5""),
7.48 (d, J = 8.09 Hz, 2H, H-2> y H-6""), 9.10 (sa, 1H, NHCSe), 9.48 (sa, 1H, NHPh).

N - 0
Z $
>

HO
H

13C NMR (CDCly, 125.7 MHz) &: 12.1 (C-19), 14.6 (C-21), 17.1 (C-27), 17.6 (C-18), 21.1
(CHsPh), 23.3 (C-2), 28.2 (C-6), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 31.1 (C-23), 31.2 (C-15), 31.7 (C-
7), 31.6 (C-4), 34.6 (C-8), 36.2 (C-10), 36.9 (C-1), 37.8 (C-11), 42.1 (C-20), 44.7 (C-5), 49.4
(C-13), 54.2 (C-9), 55.5 (C-17), 56.1 (C-14), 66.9 (C-26), 70.8 (C-3), 79.6 (C-16), 109.4 (C-
22), 124.8 (C-2” y C-67), 129.3 (C-3”’ y C-57"), 135.8 (C-1""), 136.4 (C-47), 161.4 (C-12),
175.2 (C=Se).

HRESIMS (m/z): calculado para CasHs;N3O3Se [M+H]": 642.3168, encontrado 642.152.
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5.32.2 1-(5" a-Espirostan-3"B-hidroxi-12°’-ilideno)-4-(4’-metoxifenil)-3-

selenosemicarbazona (74)

Ho e Rendimiento: 88 mg, 58%; [a]3°+1 (c, 0.17,

Y CH,Cly).
H3CO/©/ HN\ 2 2)

N

aawt
Xe)

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.81 (d, Jo725 =
6.4 Hz, 3H, CH3-27), 0.95 (s, 3H, CH3-19), 1.03
(s, 3H, CH3-18), 1.15 (d, Jo725 = 6.9 Hz, 3H,
CH3-21), 1.9 (m, 1H, H-20), 2.70 (m, 1H, H-17),
3.38 (dd, Jgem = Jasaxzs = 11.06 Hz, 1H, H-26ax ), 3.49 (ddd, Jgem = 11.06 Hz, Jzsec.25 = 5.6 Hz,
Jogec.a = 3.9 Hz, 1H, H-26ec), 3.64 (m, 1H, H-3), 3.84 (s, 3H, OCHs), 4.42 (m, 1H, H-16),
6.92 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-3" y H-5"), 7.49 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-2” y H-6""), 8.91 (sa, 1H,
NHCSe), 9.42 (sa, 1H, NHPh).

HO
H

13C NMR (CDCly, 125.7 MHz) §: 12.0 (C-19), 14.5 (C-21), 17.1 (C-27), 17.6 (C-18), 28.3
(C-2), 28.7 (C-6), 29.7 (C-24), 30.2 (C-25), 31.1 (C-23), 31.2 (C-15), 31.2 (C-7), 31.6 (C-4),
34.6 (C-8), 36.2 (C-10), 36.9 (C-1), 37.8 (C-11), 42.1 (C-20), 44.7 (C-5), 49.4 (C-13), 53.3 (C-
9), 54.2 (C-14),

55.5 (C-17 y OCHsPh), 67.0 (C-26), 70.9 (C-3), 79.6 (C-16), 109.3 (C-22), 113.9 (C-2"" y C-
6”), 126.2 (C-3 y C-57), 131.3 (C-17), 158.2 (C-4°"), 161.5 (C-12), 175.5 (C=Se).

HRESIMS (m/z): calculado para CasHs;N30,Se [M+H]": 658.3118, encontrado 658.3094.
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5.32.3 1-(5"a-Espirostan-3"’-ilideno)-4-(4’-metilfenil)-3-selenosemicarbazona
(75)

TR

1y Rendimiento: 45 mg, 30%; [a]3°-36

(c, 0.35, CH,Cl).

'H NMR (CDCls, 500 MHz) §: 0.79

Se. NH (d, Jo7.25 = 8.5 Hz, 3H, CH3-27), 0.79

L (s, 3H, CHs-18), 0.94 (s, 3H, CH,-19),

Q 0.96 (d, Jo75 = 11.5 Hz, 3H, CH3-21),

HsC 111 (m, 1H, H-14), 1.8 (m, 1H, H-

17), 1.9 (m, 1H, H-20), 2.23(s, 3H, CH3Ar), 3.36 (dd, Jgem = 19.0 Hz, Josax2s = 17.0 Hz, 1H,

H-26ax ), 3.47 (ddd, Jgem = 19.0 Hz, Jagec.25 = 6.7 HZ, Jogec24 = 5.5 Hz, 1H, H-26ec), 4.39 (m,

1H, H-16), 7.18 (d, J = 13.6 Hz, 2H, H-3"’ y H-5"), 7.47 (d, J = 13.6 Hz, 2H, H-2"’ y H-6""),
8.98 (sa, 1H, NHCSe), 9.39 (sa, 1H, NHPh).

T

13C NMR (CDCly, 125.7 MHz) §: 11.7 (C-19), 14.5 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 21.1
(C-11 y CH3Ar), 28.8 (C-24), 29.7 (C-6), 30.3 (C-25), 31.4 (C-23), 31.7 (C-7), 31.8 (C-2),
34.9 (C-15), 36.3 (C-8), 37.5 (C-10), 37.7 (C-1), 38.4 (C-4), 39.9 (C-12), 40.5 (C-13), 41.6 (C-
20), 46.7 (C-5), 53.9 (C-9), 56.1 (C-14), 62.2 (C-17), 66.9 (C-26), 80.7 (C-16), 109.2 (C-22),
125.2 (C-2’ y C-6°"), 129.3 (C-3” y C-5"), 136.0 (C-1"), 136.5 (C-4""), 156.9 (C-3), 175.0
(C=Se).

HRESIMS (m/z): calculado para CssHs,N3O,Se [M+H]": 626.3219, encontrado 626.3203.
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5.32.4 1’-(3-metilen-5a-espirostano)-4’-(4’-bromofenil)-3’-selenosemicarbazona (76)

1-(4’-bromo)-4-[3°’-(5a-espirostan-3p-il)]selenosemicarbazona

Rendimiento: 119 mg, 72%.

'H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 0.72
(d, Jo725 = 5.0 Hz, 3H, CH3-27), 0.73
(s, 3H, CH3-18), 0.88 (s, 3H, CH3-19),
\'L/H 0.93 (d, J725 = 11.5 Hz, 3H, CH3-21),
Q 1.11 (m, 1H, H-14), 1.8 (m, 1H, H-
Br 17), 1.9 (m, 1H, H-20), 3.29 (dd, Jgen
= Josax2s = 18.0 Hz, 1H, H-26ax ), 3.40 (ddd, Jgem = 18.0 Hz, Jzgec.25 = 6.3 HZ, Jogec24 = 5.6 Hz,
1H, H-26ec), 4.32 (m, 1H, H-16), 7.41 (d, J = 14.5 Hz, 2H, H-3>* y H-5>"), 7.49 (d, J = 14.5
Hz, 2H, H-2>’ y H-6""), 8.99 (sa, 1H, NHCSe), 9.39 (sa, 1H, NHPh).

13C NMR (CDCly, 125.7 MHz) &: 11.5 (C-19), 14.5 (C-21), 16.5 (C-18), 17.1 (C-27), 21.2
(C-11), 28.8 (C-24), 29.7 (C-6), 30.3 (C-25 y C-23), 31.4 (C-7), 31.8 (C-2), 31.9 (C-15), 35.0
(C-8), 35.7 (C-10), 38.1 (C-1), 38.5 (C-4), 40.0 (C-12), 40.6 (C-13), 41.6 (C-20), 46.6 (C-5),
53.8 (C-9), 56.1 (C-14), 62.2 (C-17), 66.8 (C-26), 80.8 (C-16), 109.2 (C-22), 119.7 (C-1""),
1265 (C-2" y C-67), 131.7 (C-3"" y C-57), 137.7 (C-4""), 157.6 (C-3), 175.0 (C=Se).

HRESIMS (m/z): calculado para Cs4H47N302*'BrSe [M-H]*: 690.1991, encontrado 690.1961.
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e Se desarrollé un método alternativo para obtener la tigogenina la cual es una materia

prima importante en el desarrollo de este trabajo de tesis, a partir de hecogenina.

(30) (42)

e Se sintetizaron diferentes oximas a,B-insaturadas esteroidales que sirvieron como
intermediarios para la formacion de nuevos heterociclos de isoxazolinas fusionadas

sobre el o los anillos A-D del nacleo esteroidal.

o
/NH
o)
HO (0] HO

(19) 0 NH (23) (29)

e Se prepararon diferentes cetonas o,p-insaturadas esteroidales, utilizando metodologias

optimizadas para obtener mejores rendimientos y tiempos de reaccion.

e Se sintetizaron nuevos dimeros derivados de estrona y trans-androsterona con

excelentes rendimientos de 78% y 85% respectivamente.

o o
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HO ""OH

A H

e Se obtuvieron nuevos derivados esteroidales monoméricos y diméricos 1,2,4-

triazolo[1,5-a]pirimidinas a partir de diferentes carbonilos a,B-insaturados.
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e Mediante una reduccion de la lactama se obtuvo un derivado azaesteroidal a través de

dos vias diferentes.

(56)

e A partir de diosgenina, hecogenina, tigogenina y esmilagenina, se logré sintetizar una
familia de derivados selenoheterociclos esteroidales analogos al ebselen que contienen
un grupo selenazil (60, 69 y 71), la sintesis desarrollada es eficiente y selectiva,
proporcionando nuevos y diferentes compuestos.

872
Y4
(]

(60) (69)

Se (71)
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e Se logro efectuar la sintesis de una serie de novedosos compuestos de tipo
selenosemicarbazonas esteroidales en la posicion C-12 (73 y 74) y en C-3 (75)

respectivamente.

(73) R=CH, Se

(74) R=OCH,
(75)
H3C

e Referente a la actividad antiproliferativa los mejores resultados se obtuvieron con los
compuestos 19 y 47 con valores menores de 10uM en todas las lineas celulares. El
compuesto 49 se comporté como un potente agente antiproliferativo frente a lineas
celulares de A549 (cancer de pulmdn), Hela (cancer cérvicocouterino), T-47D (cancer
de mama) y WiDr (cancer de colén) con Gls, menores a 10uM. Pero el compuesto 48,

mostro una actividad moderada exhibiendo valores de Glsg entre 27 y 44 uM.
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