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Introduccion 1

En 1954 Weisenborn y colaboradores [Weisenborn, 1954], como parte de un
programa destinado a encontrar nuevos compuestos con actividad biologica interesante,
sintetizaron los primeros analogos esteroidales en los que un anillo del sistema
ciclopentanoperhidrofenantreno fue reemplazado por un heterociclo. Dichos autores
prepararon analogos de colesterol y testosterona conteniendo en su estructura un nucleo de

piridazinona (/) o tetrahidropiridazona (2).

WB x5

=-OH, -CgH 7

Cinco afos mas tarde, se comenzd a estudiar el efecto sobre la actividad
endocrinolégica (propiedades estrogénicas, androgénicas y anabdlicas) que producia la
fusion de un anillo pirazolinico al nucleo esteroidal. Con este fin se prepararon los primeros
(3,2-c] pirazoles esteroidales 3 - 3, que resultaron potentes agentes anabolicos débilmente
androgénicos [Clinton, 1959]. El mas interesante de esta serie resultdé el 17a-metil-5a-
androstan [3,2-c] pirazol-17f3-ol (3) conocido actualmente como Stanozolol (Sterling Drug

Inc.) que es utilizado como anabdlico en humanos.
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Stanozolol

Para nombrar este tipo de compuestos se siguen una serie de reglas que establecen la
numeracion de los mismos:

1) los a&tomos del heterociclo se numeran como se indica en la Figura 1.

2) los enlaces del heterociclo se indican con letras minusculas a,b,c, ...

3) se indican dos numeros, separados por una coma, que especifican qué atomos de carbono
del esqueleto esteroidal forman parte del heteroanillo (en este caso C2 y C3).

4) se indica primero el numero del atomo de carbono del esteroide que posee el menor valor
en la numeracion del heteroanillo (en este caso el C3 del esteroide ocupa la posicion 3
del heteroanillo y el C2 del esteroide ocupa la posicion 4').

5) separado de un guion, se indica la letra que corresponde al enlace del heterociclo por el
cual éste ultimo se encuentra fusionado al esqueleto esteroidal.

6) los numeros indicados en 3) y la letra indicada en 5), se encierran entre corchetes y se

anteponen al nombre del heterociclo.

numeracion del heterociclo numeracion del esteroide

Figura 1. Nomenclatura para compuestos con heterociclos fusionados al esqueleto esteroidal.
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Para fines de la década de 1950 y durante la década de 1960, hubo un continuo interés
en la busqueda de compuestos sintéticos que presentaran una elevada relacion entre
actividades anabolico/androgénica (se hablaba entonces de lograr la separacion entre
actividad anabdlica y actividad androgénica). Esto dio lugar a la preparacion de una gran
variedad de derivados esteroidales como por ejemplo:

a) esteroides sustituidos con grupos alquilo [Robinson, 1959; Zderic, 1959].

b) esteroides sustituidos con grupos hidroxilo, haldégeno, ciano o nitro [Nakanishi, 1959;
Edwards, 1959, Nathan, 1959].

¢) 19-nor esteroides [Colton, 1957].

d) esteroides con heterociclos fusionados al anillo A de su esqueleto.

Dentro de éste ultimo grupo, se utilizaron distintos heterociclos tales como pirazoles,
isoxazoles, pirroles y piridinas (en este caso también se sintetizaron derivados con el anillo
heterociclico fusionado al anillo D del esqueleto esteroidal). La estructura general de estos

compuestos se indica en la Figura 2.

(3,2-c] pirazol

[3,2-b] prrrol [3.2-b] pindina [17.16-b] piridina

Figura 2. Compuestos con diversos heteroanillos fusionados al esqueleto esteroidal.



En el caso de los pirazoles esteroidales [Clinton, 1961a; Clinton, 1962], el grupo R se
varié entre hidrogeno, metilo, etilo, vinilo, etinilo, propilo, alilo y propinilo. Se sintetizaron
compuestos de las series So (fusion de anillos A/B trans), 5B (fusion A/B cis), A*
(insaturacion entre C4-CS), A% (insaturaciones entre C4-CS y C6-C7) y 19-nor (ausencia
de metilo 19) tanto Sa como AY. Se observo una elevada relacion de actividades
anabodlico/androgénica, particularmente para el caso del Stanozolol (3), aunque en las series
insaturadas, éste perfil se vid acompaiiado de un importante caracter estrogénico.

Entre los isoxazoles [Clinton, 1961b; Manson, 1963], el grupo R se vari6 de igual
modo preparandose derivados de las series Sa, A* y A4:6. El perfil de actividades resulto
similar al de los pirazoles con excepcion del caracter estrogénico que no se observo en el
caso de los isoxazoles. En general los [2,3-d] isoxazoles tuvieron un perfil de actividad
superior a los [3,2-c] isoxazoles correspondientes [Arnold, 1963a]. Tanto para los pirazoles
como para los isoxazoles la actividad disminuia si la cadena lateral en C17 era mayor que
etilo.

En cuanto a la separacion de actividades anabolica y androgénica, el compuesto mas
interesante, dentro de la serie de isoxazoles, resultd ser el 17a-metil-5a-androstan [2,3-d]
isoxazol-17B-ol (6). Otros compuestos importantes en esta serie fueron el 17c-etinil-4-
androsten [2,3-d] isoxazol-17B-ol (7), comercializado como Danazol [Sterling Drug Inc.,
1962], y el 4,4,17a-trimetil-5-androsten [2,3-d] isoxazol-178-ol (8) o Azastene. Si bien el
Danazol (7) no mostrd una elevada accion anabdlica, posteriormente se encontrd que tenia
actividad como supresor de la pituitaria anterior (inhibiendo la liberacion de gonadotrofinas)
libre de actividad estrogénica y con una minima accion androgénica [Sherins, 1971].
También se informo su actividad como anticonceptivo oral [Bell, 1979]. Actualmente se
hace uso de su accion antigonadotrofica, siendo el principio activo de un farmaco utilizado
para el tratamiento de una serie de disfunciones tales como: endometriosis, displasia

mamaria, menorragia y ginecomastia. Sin embargo, su accion se ve acompaiiada de efectos



Introduccion 5

laterales indeseables debido a su leve accion androgénica (acné, hirsutismo, agravamiento de
la voz) y una de las contraindicaciones para su uso es el embarazo.
El Azastene (8) es un inhibidor de la esteroidogénesis y se comprobd que interrumpe

la prefiez en ratas y monos de experimentacion.

6 7 8

Danazol Azastene

En el caso de anillos pirrolicos fusionados al nucleo esteroidal [Miller, 1964], la
cadena lateral en C17 se vario entre hidrogeno y metilo, sintetizdndose solo derivados de la
serie Sa.. Los autores no informaron sobre su actividad biologica.

En la sintesis de derivados de tipo [3,2-b] piridinicos [Miller, 1966] se vario el grupo
R entre hidrogeno y metilo, preparandose compuestos de la serie 5a.. En la preparacion de
[17.16-b] piridin esteroides, se utilizaron las series 5o y A*. Tampoco se informo sobre los
resultados de las pruebas bioldgicas.

Los ensayos de actividad, no solo se lievaron a cabo sobre los derivados esteroidales
conteniendo un heterociclo en su estructura, sino que en algunos casos se evaluaron ciertos
intermediarios como la Oximetolona (Syntex) (9), precursor sintético de compuestos como
el Stanozolol (Sterling Drug Inc.) (3) o el isoxazol esteroide 6. Este intermediario presento
una elevada relacion actividad anabolica/actividad androgénica pero, sin embargo, la misma

fue menor que la de los derivados heterociclicos [Arnold, 1963b]. La accion anabodlica de la
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Oximetolona (9) también se comprobd en humanos [Myerson, 1961] y actualmente es un

anabdlico de uso clinico.

H,NNH;.H,0
EtOH -
3
Stanozolol
9
Oximetolona H,NOH.HCI
NaAcO/HAcO/EtOH

En los ultimos afios se sintetizaron analogos del Danazol (7) en los que se
introdujeron modificaciones en la cadena lateral.

Se conocia la reaccion de 17-ceto esteroides conteniendo un anillo isoxazolinico con
reactivos de Grignard u organoliticos [Christiansen, 1978]. Al tratar el 17-ceto derivado 10
con acetiluro de litio o0 un halogenuro de etinilmagnesio, la temperatura debia mantenerse
entre -70°C y -40°C para minimizar la ruptura del anillo isoxazolinico debido a las
condiciones basicas de reaccion.

Cuando se utilizaron reactivos de Grignard u organoliticos aromaticos a -70°C, no se
observo reaccion. Al aumentar la temperatura (-5°C a 0°C) se obtuvieron las cianocetonas

11 v 12 [Kumar, 1989].



o)

)H HC=CLi o

Y HC=CMgX

0 \F -40°C a -70°C
10

PhLi

11 12
28% 39%

Finalmente se utilizaron reactivos de zirconio [Weidmann, 1981, Weidmann, 1983]
que al ser menos basicos no produjeron la ruptura del anillo isoxazolinico. Se obtuvieron

entonces derivados como 13:

Y ArZr(OBu);

10 13

R = C¢Hs, 4-FCgHy, 4-MeCgHy, 4-MeOCgHy, 4-HOCgHy, 2-furil, 2-tienil

Posteriormente, con el fin de mapear los requerimientos estéricos en C17 de los

receptores de progesterona, androgenos y estrogenos, se introdujeron nuevas
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modificaciones en la cadena lateral del Danazol (7). Se utilizd una reaccion de acoplamiento
entre halogenuros aromaticos o heteroaromaticos y 17-etinil esteroides catalizada por Pd (0)

[Kumar, 1992].

RX / (Ph3P)sPdCl»
Cul

EtaNH / THF

\j

lalnb_ 48'72 hS

La sintests de compuestos esteroidales conteniendo heterociclos en su estructura, no
tuvo como unico objetivo la obtencion de potentes anaboélicos libres de los efectos propios
de las hormonas masculinas. Ya en la década de 1960 se sintetizaron analogos estructurales
de la progesterona como el acetato de ciproterona (I4) (Schering) o el acetato de
clormadinona (15) que resultaron potentes antiandrogenos que actuaban por inhibicion

competitiva bloqueando los receptores hormonales [Alivizatos, 1993; Shibata, 1992].

14 15
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A mediados de la década de 1980, se comenzaron a sintetizar derivados esteroidales
en los que el anillo A del esqueleto se reemplazo por un heterociclo. Surgieron entonces los
4-azaesteroides [Rasmusson, 1984; Rasmusson, 1986] desarrollados por Merck, Sharp &
Dohme que presentaron una importante actividad como inhibidores de la 5o reductasa
(enzima necesaria para la transformacion de testosterona en dihidrotestosterona, sustrato
que se une a los receptores de androgenos). Uno de estos compuestos, el Finasteride (16),
fue aprobado por la Food & Drug Administration de los Estados Unidos en 1992 y

actualmente se comercializa para el tratamiento del cancer de prostata [Stinson, 1992].

CONHC(CHy);
=
o
H 16
Finasteride

Se sintetizaron analogos con uno o dos heteroatomos en el anillo A del esteroide
como los 4-aza-2-oxa-pregnanos 17 y 18 [Weintraub, 1985] o el 2-oxapregnano 19
(Teikoku Hormone Mfg. Co.) [Shibata, 1992] cuya actividad como antiandrogeno se ha
estudiado empleando ratas [Murakoshi, 1992a; Ichikawa, 1993; Murakoshi, 1993} y perros

[Murakoshi, 1992b].

ol
I\OAC ...... OAC
0o o
%\rl‘l o N
CH, C
17 X=0 19
18 X=S§
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Recientemente, la empresa Glaxo [Haffner, 1994] logré la sintesis de nuevos
inhibidores de la Sa-reductasa reemplazando el anillo A del esqueleto esteroidal por un N-

oxido de piridina (20,21).

! 20 R=NEp
o 21 R =NH-tBu

A fines de la década de 1980, se informo una notable actividad como antagonista de
receptores de androgenos para el sulfonilpirazol esteroidal 22 o Zanoterona (Sterling Inc.)
[Snyder, 1989; Winneker, 1989]. Esto motivo la sintesis de nuevos compuestos en los cuales
se vario la cadena lateral en C17 [Christiansen, 1990] o el heterociclo fusionado al anillo A
del nucleo esteroidal. Se construyeron distintos heteroanillos unidos a las posiciones 2 y 3
del esteroide tales como: furanos (23, 25-27), tiofenos (24) [Kumar, 1991; Kumar, 1994},
tiazoles (28), oxazoles (29) y pirimidinas (30) [Mallamo, 1992]. En todos los casos poseian
un sustituyente en el heterociclo (Figura 3). Sobre la base de los resultados de los ensayos
de actividad "in vitro" y de los calculos semiempiricos y "ab initio" que permitieron analizar
las superficies de potencial electrostatico, los autores concluyeron que la presencia de un
heteroatomo rico en electrones unido al C3 del esteroide era necesaria para lograr la

actividad deseada.



CH;SO,

22 23 X=0
Zanoterona 24 X=3
o) S
0.
/4
CH,SO CH3S0,
PN wec O —<N

25 26 X=H 28

N z
N
CHy80,—¢ ji:@ Jé
o CHyS07~ N
29

7
30

Figura 3. Antiandrogenos esteroidales que presentan distintos heterociclos fusionados al

anillo A.
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Como se ha descripto en la Introduccion, los derivados esteroidales conteniendo
heterociclos en su estructura, han presentado interesantes propiedades farmacologicas.
Algunos, como el Stanozolol (3), presentaron una importante accion anabolica [Arnold,
1963a y b]; otros, como el Danazol (7), resultaron inhibidores de la pituitaria anterior
[Sherins, 1971]. Ciertas modificaciones en la estructura del Stanozolol permitieron obtener
el 1'-metansulfonil [3,2-c] pirazol (20) o Zanoterona, que no solo no presento actividad
androgénica, sino que resultd un importante antagonista de los receptores de androgenos
[Snyder, 1989; Winneker, 1989] al igual que otros derivados analogos en los que se
modificé el anillo heterociclico fusionado a anillo A del esteroide [Mallamo, 1992].

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios de actividad, puede
concluirse que los factores mas importantes que influyen en la actividad biologica de este
tipo de compuestos son:

a) la distancia relativa entre los sustituyentes en las posiciones 3 y 17 del nucleo esteroidal

b) la cadena lateral unida a C17 no debe ser mayor que etilo. Ademas, actualmente se sabe
que uno de los efectos del sustituyente en esta posicion es retardar la degradacion de
estos compuestos en el organismo

c) la presencia de un grupo hidroxilo en posicion 1783

d) la presencia de insaturaciones en posicion 4 o 6 que puede alterar las propiedades
biologicas del compuesto

e) la nucleofilicidad de la region cercana a anillo A del esteroide

f) el caracter electronico (densidad de carga electronica) del anillo heterociclico

Considerando la importancia de este tipo de compuestos, y que pese a la gran
diversidad de heterociclos ya construidos entre las posiciones 2 y 3 del esqueleto esteroidal
no se habian sintetizado isotiazoles esteroidales, se decidio desarrollar un método que

permitiera la preparacion eficiente de esta nueva clase de compuestos. Teniendo en cuenta



los requisitos estructurales descriptos anteriormente, se decidié encarar la sintesis de los

[2,3-d] isotiazoles esteroidales que se indican en la Figura 4.

OH

LN

R = H, Me, Et, -CH=CH,, -C=CH

Figura 4. Objetivos sintéticos del presente trabajo de Tesis.

En una primera etapa del presente trabajo de tesis, se decidio sintetizar algunos
analogos con estructura de [2,3-d] isoxazoles esteroidales debido a que gran parte de la
informacion sobre la sintesis de estos compuestos (que en su mayoria han sido desarrollados
por empresas farmacéuticas) se encuentra descripta en patentes. Si bien estos compuestos ya
eran conocidos, su preparacion permitid adquirir experiencia en la sintesis de derivados
esteroidales heterociclicos muy similares a los isotiazoles que se prepararian posteriormente.
Ademas, dado que no existian en literatura datos espectroscopicos sobre isoxazoles
esteroidales (en particular RMN-!H y RMN-13C), se realizo la asignacion completa de los
espectros de los distintos productos sintetizados y de los intermediarios de sintesis. Estos
datos se utilizaron posteriormente para la interpretacion de los espectros obtenidos durante
la sintesis de isotiazoles esteroidales.

En el Apéndice se indican las estructuras de los compuestos que fueron sintetizados
durante el presente trabajo de tesis. Las estructuras de los compuestos que no se

encontraban descriptos en literatura se destacan en color.
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Isoxazoles Esteroidales
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Introduccion

Los isoxazoles son compuestos de gran interés en diversos aspectos de la quimica
organica. Por ejemplo, son la base de un método de anelacion desarrollado por Stork que
permite la construccion de anillos de ciclohexenona en sistemas policiclicos. Este método ha
sido utilizado para la sintesis total de derivados esteroidales [Stork, 1967 a,c y d]. El enolato
de la dicetona 31 se trato con un equivalente de borohidruro de sodio (para reducir el grupo
carbonilo saturado) y por hidrogenacion posterior se obtuvo la hidroxicetona 34. Este
compuesto se transformo, por hidrogendlisis, en la carbinolamina ciclica 35 que por
calentamiento en medio basico rindi6 la cetona triciclica 36 con 60% de rendimiento con

respecto a la enona 33.

o)
m 1) NaH 1) NaBH,
o 2) >
31 2) H», Pd/C,
AcOEtEt3N
o Ouo 3:1
a
32
. OH
H>, Ni Raney 1) NaOMe, MeOH Y
EtOH 2) NaOH aq. -
o
36
OH
—_—
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Se han utilizado isoxazoles como alternativa sintética para sistemas 1,3-dicarbonilicos
enmascarados [Martin, 1993]. Por ejemplo, para la sintesis de juvenoides (compuestos que
imitan los efectos de las hormonas juveniles de insectos) se aprovecho la posibilidad de
realizar oxidaciones y reducciones selectivas sobre intermediarios isoxazolinicos
convenientemente sustituidos. El alcohol terciario 37, preparado por reaccion del
correspondiente 4-isoxazolillitio con indanona, se transform6é en la lactona 38, que
posteriormente se redujo con hexacarbonilmolibdeno obteniéndose el compuesto

dicarbonilico 39 con un rendimiento global del 49% respecto a la indanona de partida.

N
N o) 0
Q_ 1) CrO3, HACO = Mo(CO)s o
> Ph —
Ph 2) NaBH4 o McCN, H,0
HO 3) BF3.0Et 5 COH
37 38 39

Se han desarrollado distintas metodologias que permiten la preparacion de anillos
isoxazolinicos. En general estos métodos se basan en la utilizacion de hidroxilamina o un
oxido de nitrilo para la introduccion del atomo de nitrogeno.

En 1960, Winternitz y colaboradores [Winternitz, 1960] sintetizaron la 2a-ciano-Sa-
colestan-3-ona (43) utilizando el Sa-colestan [2,3-d] isoxazol 41 como intermediario. La
mezcla obtenida por reaccion de la 2-hidroximetilen-5a-colestan-3-ona (40) con clorhidrato
de hidroxilamina se tratdo con metoxido de sodio en metanol, obteniéndose la 2a-

cianocetona 43 con un 50% de rendimiento global.
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HOPX HaNOH.HCI . S
o HAcO, 16 hs 0 M
40 70-80°C 41 $2

NaOMe, MeOH
4 hs.

43

Los autores informaron que el producto de la primer reaccion consistia en una mezcla
de dos isoxazoles isomeros uno de los cuales resulto resistente a la metanolisis mientras que
el isomero 41 did origen al compuesto buscado. Si bien este fue el primer informe sobre la
preparacion de isoxazoles esteroidales, no se informé la proporcion de ambos isémeros en la
mezcla de reaccion. Estos compuestos tampoco fueron aislados ni caracterizados
[Winternitz, 1960].

Posteriormente, Manson y colaboradores [Clinton, 1961b; Manson, 1963] prepararon
una serie de [2,3-d] isoxazoles esteroidales a partir de los 3-ceto derivados correspondientes

utilizando una metodologia muy similar a la desarrollada por Winternitz.

HCO,E, HoNOH HCI
NaH, Bz HO™ R NaAcO, HAcO
i > > N
°© 5 dias o EtOH, ref} o

0,5-2 hs.



El grupo de Manson observo que por reaccion de un 2-hidroximetilen-3-cetoesteroide
tal como 42 con hidroxilamina, podian obtenerse dos isoxazoles isomeros (41 y 42) que se
distinguian facilmente, pues solo 41 era transformado por accion de una base en un 2a-ciano
derivado. La relacion entre ambos isomeros dependia del pH, solvente y temperatura de
reaccion. Se observo que en condiciones débilmente bésicas (soluciéon alcohélica con un
exceso de acetato de sodio o utilizando piridina como solvente) se obtenian mezclas de
1soxazoles i1someros. Si se efectuaba la reaccion empleando clorhidrato de hidroxilamina en
alcohol o acido acético glacial, los rendimientos para la obtencion de [2,3-d] isoxazoles
como 41 eran optimos. Sin embargo, estas condiciones no resultaban adecuadas si existia un
hidroxilo terciario en el esteroide (por ejemplo en C17) ya que el mismo deshidrataba. Para
evitar esta reaccion secundaria fue necesario el agregado de acetato de sodio de forma tal
que la reaccién transcurriera en condiciones débilmente acidas. Esta modificacion permitio la
preparacion de [2,3-d] isoxazoles esteroidales con rendimientos superiores al 60%.

Una estrategia totalmente diferente fue desarrollada con el objeto de lograr un método
general para la preparacion de 4-halometilisoxazoles [Stork, 1967b]. Por tratamiento de un
nitroalcano primario con isocianato de fenilo y trietilamina en presencia de un éster a,f
insaturado se obtuvo, por adicion 1,3 dipolar del correspondiente 6xido de nitrilo generado
“in sitn” [Mukaiyama, 1960], un 4-carboxietilisoxazol (44) que podia transformarse
posteriormente en el 4-halometilisoxazol requerido. Los rendimientos para la obtencion del

1soxazol 44 fueron del 80%.
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RN
PENCO =CHCO,EL rR H O£l
R 2
RCHaNO; — 7 [R—c':N-o'] . ] -
ET3N \O N
2
R COjEt R CHX
N{
o) R N\O =3
44

Se han descripto otros métodos basados en la ciclacion oxidativa de oximas o,f
insaturadas. Bichi y Vederas [Btichi, 1972] observaron que al tratar la (E) o (Z) oxima 43
con una mezcla de iodo/ioduro de potasio se producia la formacion del isoxazol 46 con

rendimientos que variaban entre 55% y 91%.

NOH O——N
I, KI, THF
R2 2’ L] > NN R2
Ry NaHCO; R,
45 46

Si bien no se estudio el mecanismo de esta reaccion, se observé que el pH era critico.
En medio neutro o débilmente basico el iodo se combina con el ioduro para dar tritoduro
pero en medio basico fuerte, el equilibrio se desplaza a la formacion de I y 105"
produciendo mezclas de reaccion complejas.

También se utilizaron complejos de metales de transicion para efectuar este tipo de
reaccion. Las cetoximas a,f3 insaturadas 47 se convirtieron en los isoxazoles 48 utilizando

diclorobis(trifenilfosfina)paladio y un exceso de fenoxido de sodio. Los rendimientos

informados oscilan entre 15% y 90% [Maeda, 1973].
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R1>_¢ (PhsPpPdCl, N fe
N, Ry > N \g\
OH NaOPh, Bz, Refl., 8 hs. ~o” Rs
47 48

Recientemente se utilizo dicromato de tetraquis(piridina)cobalto (II) para la

preparacion de 3,5-diarilisoxazoles con rendimientos entre 51% y 94% [Wei, 1992].

Py4Co(HCrOy) Ary
Ar, AR Y4 4)2
S - "
NOH HAcO 60%, 60°C ~o” AR
1 min.

Si bien en estas condiciones la reaccidon procedia con buenos rendimientos y
sumamente rapido, al intentar extender el método a la preparacion de isoxazoles con
sustituyentes alifaticos, no se obtuvieron buenos resultados pues las oximas revertian a las
cetonas correspondientes.

Por irradiacion de la oxima esteroidal 49 con una lampara de mercurio de baja presion,
se obtuvo el 4a’,5'-dihidro-A-nor-5a-colestan [2,1-c} isoxazol 50 [Suginome, 1987]. Sin

embargo ésta reaccion no tuvo interés sintético debido al bajo rendimiento logrado.

= hv, MeOH
\ 20%

Y

49 50



Descripcion del Trabajo Realizado

Con el objeto de utilizar [2,3-d] isoxazoles esteroidales como modelo, tanto sintético
como por sus datos espectroscopicos, para la sintesis posterior de [2,3-d] isotiazoles se
decidio desarrollar un método eficiente para la preparacion de compuestos con un anillo
isoxazolinico fusionado al anillo A del esqueleto esteroidal.

Se prepararon tres compuestos de éste tipo. En primer lugar se puso a punto la técnica
para la construccion del heterociclo sintetizando los compuestos 51 y 41 derivados del
colesterol. Posteriormente se optimizoé la introduccion de una cadena lateral en C17 lo cual
permitio la obtencion del 17a-etilandrosta-2,4-dien [2,3-d] isoxazol-17f3-ol (53).

Durante la preparacion de estos compuestos, se obtuvieron intermediarios que
presentaban grupos carbonilo en relacion 1,3 lo cual daba lugar a equilibrios ceto-endlicos
importantes. Se estudio la posicion de dicho equilibrio empleando RMN-!H y calculos de
energia (mecanicas moleculares).

El estudio espectroscopico de esta clase de compuestos, permitio la asignacion
completa de los espectros de RMN-!H y RMN-13C del Danazol (7) utilizando una muestra

auténtica.

N, N,
O O
51 41

CH
v

HO S~ HO _\ec

53 7
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1. Sintesis de colesta-2,4-dien [2,3-d] isoxazol (51) y Sa-colestan {2,3-d] isoxazol (41).

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos para la preparacion de isoxazoles
esteroidales se decidid emplear la reaccion entre clorhidrato de hidroxilamina y un 2-
hidroximetilen-3-ceto esteroide. Este ultimo podia obtenerse a partir del 3-ceto derivado
correspondiente.

En el Esquema 1 se indica el camino retrosintético para el isoxazol 5J.

@)

/

HO
54

Esquema 1. Analisis retrosintético para el isoxazol 51.
Se eligio el S-colesten-3[3-ol o colesterol (54) como material de partida ya que podia

transformarse en 4-colesten-3-ona (33) por oxidacion del grupo hidroxilo en C3. pudiendo

esperar que la conjugacion del doble enlace ocurriera simultaneamente con la oxidacion.



Si bien esta transformacién parecia trivial en 1955 Fieser emple6 para la oxidacion de
54 a 535, una secuencia de cuatro pasos que involucraba la proteccion del doble enlace entre

CS y C6 como derivado dibromado [Fieser, 1955b].

Brs, - NaaCraO9
NaAcO. HAcO — S

HO X HO” HACO ¢

54 Br Br Br
n (CO3H)
— > - .
0 0
S§

El rendimiento global fue del 68% a partir de colesterol (54). La proteccion del doble
enlace era necesaria ya que al efectuar la oxidacion directa de 54 con dicromato de sodio en
medio de acido acético se obtenia una mezcla de reaccidn compleja, aislandose como

producto principal la 4-colesten-3,6-diona 56 con un 39% de rendimiento [Fieser, 1955a].

Na,CrOq

HO HAcO, Bz o

54 56



Sobre la base de estos resultados, se decidid emplear oxidantes mas suaves para lograr
la transformacion de 354 en 55. En primer lugar se intentd la oxidaciéon utilizando
dimetilsulfoxido con distintos activantes.

Se utilizd anhidrido metansulfénico como activante segun el método descripto por
Albright [Albright, 1974). La oxidacion se llevo a cabo a -20°C durante 3,5 hs. empleando
HMPA como solvente. Se utilizaron 10 equivalentes de DMSO y 2 equivalentes de
anhidrido metansulfénico por equivalente de colesterol (54). Si bien se informaban
rendimientos muy buenos para ésta metodologia, en este caso no se obtuvieron resultados
positivos.

Posteriormente se utilizaron las condiciones descriptas por Swern y colaboradores
[Mancuso, 1978] empleando cloruro de oxalilo como activante y diclorometano como
solvente. La reaccion se efectuo a -18°C durante 15 minutos utilizando 2,5 equivalentes de
DMSO y 1,2 equivalentes de activante. Considerando que la especie intermediaria formada
por reaccion del DMSO con el cloruro de oxalilo podia descomponerse a la temperatura
empleada , se duplico la cantidad de reactivo utilizada. Ain con esta modificacion en ambos
casos se obtuvieron resultados negativos, recuperandose inalterado el alcohol de partida.

Finalmente se ensayo la oxidacion empleando pentoxido de fosforo (2 equivalentes) y
DMSO (2 equivalentes) [Taber, 1987]). La reaccidon se realizo a temperatura ambiente
durante 30 minutos en diclorometano como solvente y tampoco se obtuvieron buenos
resultados en estas condiciones.

En vista de los resultados obtenidos, se decidié utilizar clorocromato de piridonio
(PCC) como oxidante [Corey, 1975]. Al efectuar la oxidacion utilizando 3 equivalentes de
PCC durante 24 hs. a temperatura ambiente, se obtuvo un unico producto con 80% de
rendimiento. En el espectro de RMN-13C de dicho compuesto se observaron dos sefiales a
199,1 y 210,9 ppm que indicaban la presencia de un producto de sobreoxidacion que podia

corresponder a una estructura A*-3,6-diona (56) o A5-3,7-diona (37).
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56 57

En el espectro de RMN-13C del producto la sefial de C8 aparecia a 34,1 ppm. Dado
que de acuerdo a datos de literatura [Blunt, 1977] éste valor era bajo para un metino en
posicion alfa a un grupo carbonilo y considerando que en el espectro de RMN-IH se
observaba la sefal correspondiente al hidrogeno vinilico en 6,18 ppm (un valor de
desplazamiento quimico muy elevado para la enona 57) se asigno la estructura 56 para el

compuesto obtenido en la oxidacion con PCC.

(j:gjg\/\‘;c (3 eq.), CH2Cl;
HO - (o)

lamb.. 24 hs.
0
54 S6

Se repitio la oxidacion disminuyendo la cantidad de PCC (1,5 equivalentes) y
acortando el tiempo de reaccion a dos horas. Se obtuvo una mezcla del alcohol de partida, el

diceto derivado 56 y la 5-colesten-3-ona (58).
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PCC (1,5 eq.),CH2Cl; ﬁéjg\/Y
> +
HO tamb., 2 hs. o o
(o}
56 58

54 s 5

Al efectuar la reaccion a una temperatura entre -18°C y 0°C, no se observd la
formacion de 56, obteniéndose como tnico producto la cetona 58. En éste caso se hacia
necesario agregar a intervalos regulares de tiempo, mayor cantidad de reactivo para
desplazar la reaccion hacia la formacion del producto deseado. Pese a utilizar un gran
exceso de oxidante (hasta 18 equivalentes) y prolongados tiempos de reaccion, los

rendimientos no superaron el 60%.

/dlgjg\/\( PCC (gran exceso)
HO CH,Cl3, 0°C, 60% o)

54 58

Posteriormente se encontr6 un método mas eficiente, mayor velocidad de reaccion y
rendimiento, para llevar a cabo la oxidacion en C3 [Le, 1986]. La nueva metodologia

utilizaba el reactivo de Jones con las siguientes precauciones:

1) burbujeo de nitrogeno a través de la solucion del alcohol en acetona antes y durante el
transcurso de la reaccion a fin de trabajar en ausencia de oxigeno.
2) temperatura constante a 0°C.

3) control de la cantidad de oxidante a fin de evitar un gran exceso del mismo.
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Estas condiciones posibilitaron la obtencion de la cetona S8, evitando la formacion del
diceto derivado 56 que se aislaba en cantidades importantes en las condiciones usuales de la
reaccion de Jones. Ademas, dado que la reaccion era completa, no fue necesario reciclar el

alcohol de partida, como en el caso de la oxidacion empleando PCC a 0°C.

/&@\/\r Jones, acetona, Nj
HO 0°C, 90% o)

54 58

Dado que no se produjo la conjugacion del doble enlace entre C5-C6 durante la
reaccion de oxidacion se intentd la preparacion del 2-hidroximetilen-3-ceto esteroide 59 a
partir de una estructura A3-3-ceto en lugar de la cetona o, insaturada 55. Se pensd que,
dadas las condiciones basicas de reaccion, la isomerizacion del doble enlace podia ocurrir
simultaneamente con la formacion del nuevo enlace carbono-carbono. Se intento la reaccion
por agregado de hidruro de sodio a una solucion del esteroide y formiato de etilo en
benceno anhidro. También se utilizaron bases fuertes y voluminosas como LDA, LICA o
LHDS [bis(trimetilsilil) amiduro de litio) generadas "in situ” por reacciéon de las
correspondientes aminas secundarias con BuLi. Pese a las distintas condiciones de reaccion
utilizadas, en todos los casos se observaron multiples productos de reaccion posiblemente
debido a la competencia en la etapa de deprotonacion, por los hidrogenos de las posiciones
a y o' al carbonilo.

Se decidio entonces i1somerizar previamente el doble enlace y utilizar la cetona «,f3

insaturada 53 para la preparacion del derivado 59.
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La transformacion de 58 en 55 se realizd utilizando catalisis basica (se agitdo una
solucion de la cetona 58 en hexano:benceno 7:3 en presencia de alumina basica durante una
hora a temperatura ambiente) o catalisis acida (por acciéon de vapores de acido clorhidrico
sobre una solucion de 58 en acetona). En ambos casos la reaccion fue cuantitativa si bien,
utiizando catalisis acida, la isomerizacion resultdé mucho mas rapida, completandose en
pOCOS minutos.

El método clasico para la preparacion de 2-hidroximetilen-3-ceto esteroides consistia
en el tratamiento de una solucion bencénica del 3-ceto derivado correspondiente con hidruro
o metoxido de sodio empleando formiato de etilo como agente acilante [Burr, 1950;
Weisenborn, 1954; Weisenborn, 1959; Ringold, 1959 y Clinton, 1961a). Esta metodologia
se aplicd no solo con cetonas ,f3 insaturadas como 53, sino también en el caso de cetonas
saturadas con fusion de anillos A/B trans o A/B cis (5B-H) [Clinton, 1962; Shimizu, 1966).
La reaccion se realizaba a temperatura ambiente durante 1 a 7 dias obteniéndose los
compuestos deseados con rendimientos que variaban entre el 35% y 100%. Algunos datos
resultaban confusos ya que distintos autores informaban para los mismos sustratos, tiempos

de reaccion que oscilaban entre 1 y S dias. En otros casos, los rendimientos informados para
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los mismos compuestos y en condiciones de reaccion similares variaban del 70% al 92%. En
muchos casos solo se informaban rendimientos para los productos "crudos”

Teniendo en cuenta los antecedentes sobre preparacion regioespecifica de enolatos a
partir de cetonas o, insaturadas utilizando amiduros de litio como base y su utilizacion en
diversas reacciones de formacion de enlaces carbono-carbono [d'Angelo, 1976], se decidio
intentar otras condiciones de reaccion.

En estudios sobre metilacion de cetonas esteroidales a3 insaturadas se observo que,
si bien en condiciones termodinamicas (reaccién prolongada con t-butoxido de potasio en t-
butanol) se obtenia el enolato 60, en condiciones cinéticas (empleando amiduros de litio
voluminosos como base y trabajando a baja temperatura) el enolato formado era 61
[Tanabe, 1973]. La formacion preferencial de 61 se debe a la mayor velocidad de
abstraccion del proton en posicion a' con respecto al proton en posicion y [Lee, 1973).
Debido al comportamiento nucleofilico (formacion de derivados de adicion de Michael)
reportado en algunos casos en que se utilizd LDA para generar enolatos cinéticos
[Herrmann, 1973] en muchos casos se utilizaban bases algo mas voluminosas como LHDS

[Schultz, 1973] o LICA [Patel, 1975).

condiciones
1 od - - —-
ermodindmicas
/ o 0
Me

60

\ condiciones Me
o _——

cineticas ‘0 o

6]
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La transformacion de 335 en 39 se levo a cabo utilizando LICA como base v
agrecando HIMPA previamente a la adicion de formiato de etilo en exceso. La HNMPA tene
una gran capacidad de coordinacién con cationes, provocando la disociacion del par 1dnico
enolaio-metal generando de esta manera un enolato mas reactivo [Carey, 1990]. El
agregado de HMPA se realizd posteriormente a la formacion del enolato de la cnona 353
puesto que. en algunos casos, se observo que la regioselectividad para la formacion dei
enolato cinético respecto del enolato termodinamico variaba de 300:1 {adicion de 1IMPA
posterior a la cetona) a 6:1 (agregado previo al compuesto carbonilico) [Schultz, 1973].

El rendimiento obtenido, luego de pocas horas de reaccion. para la 2-hidroximetilen-<-
colesten-3-ona (39) fue del 94%. Esto implica una mejora importante si se compara con les
resultados obtenidos en las condiciones utilizadas por otros autores para la preparacion <e
este compuesto (hidruro de sodio, formiato de etilo durante 2 dias, 74% de rendinmiento)

[Weisenborn, 1954).

NP \/W
: | ' !
‘ 1) LCA. THF, 0¢C
l ! ! 2) HMPA . HOTY I
OW 3) HCOsEL b, o Z
£9

Por altimo, ei compuesto 39 se transformé en el colesia-2.4-dien [2.3-d] 1soxazol 57
por reaccion con clorhidrato de hidroxilamina en presencia de acetato de sodio v acido

acetico. La sintesis de 31 a partir de colesterol (34) se resume en el Esquema 2.
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Jones, acetona, N;; Al;O3 basica
——
90% o o HClg), 100%  ©

55

1) LICA, THF, 0°C H,NOH.HCI

2) HMPA NaAcO, HAcO,

3) HCOZEI, lamb. . HOT Y ElOH refl. N/
24% T %

Esquema 2. Sintesis de colesta-2,4-dien [2,3-d] 1soxazol (57).

La preparacion del Sa-colestan [2,3-d] isoxazol (41) se llevo a cabo en forma analoga
utilizando Sa-colestanol (62) como material de partida. En este caso debido a la ausencia del
doble enlace en el alcohol de partida el hidroxilo de C3 pudo oxidarse cuantitativamente por
agregado de reactivo de Jones a una solucidon de 62 en acetona sin necesidad de eliminar el
oxigeno del medio de reaccion. Por tratamiento de la cetona 63 con LICA a 0°C y posterior
agregado de HMPA y formiato de etilo a temperatura ambiente, se obtuvo el 2-
hidroximetilen derivado 40 con 97% de rendimiento. Esto indica que la etapa de abstraccion
de proton en este tipo de cetonas saturadas (Sca-H) ocurre exclusivamente en C2 de la
misma manera que en los sistemas A4-3-ceto.

Finalmente, por reaccion con clorhidrato de hidroxilamina en condiciones analogas a
las empleadas anteriormente, se obtuvo el isoxazol esteroide 47 con 95% de rendimiento. La

ruta sintética para 47 se indica en el Esquema 3.
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1) LICA, THF, 0°C
2) HMPA
Jones 3) HCO2EY, tamb. HO™
100% > >
HO o 97% o
62 63 40

H,NOH.HCI
NaAcO, HAcO,
E(OH, refl. y
- N‘
95% o]

41

Esquema 3. Sintesis de Sa-colestan [2,3-d] isoxazol (41).

2. Sintesis de 17a-etilandrosta-2,4-dien [2,3-d] isoxazol-173-ol (65).

Logradas las condiciones deseadas para la construccion del anillo isoxazolinico a partir
de un 3-ceto esteroide, se decidio llevar a cabo la sintesis del compuesto 65. Para ello fue
necesario optimizar las condiciones para la introduccion del grupo etiio en C17.

La introduccion de la cadena lateral en C17, podia realizarse por reaccion de un
reactivo organometalico adecuado sobre un grupo carbonilo en dicha posicion.
Considerando que para la construccion del heteroanillo era necesario un sistema A%-3-ceto,
se eligio como material de partida 4-androsten-3,17-diona (66).

Teniendo en cuenta la inestabilidad de anillos isoxazolinicos con la posicion 3' libre
frente a ciertos reactivos organometalicos [Kumar, 1989 y 1992] la construccion del anillo

heterociclico debia ser posterior a la introduccion de la cadena lateral.
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La estrategia sintética a partir de 66 involucraba la proteccion selectiva de la cetona
o, B-insaturada, introduccion del grupo alquilo en C17, desproteccion del grupo carbonilo y

construccion del anillo isoxazolinico (ver Esquema 4).

66

Esquema 4. Estrategia sintética para el 17a-etilandrosta-2,4-dien [2,3-d] 1soxazol-17[-ol
(65) a partir de la dicetona 66.

La formacion de un cetal en C3 por tratamiento de 66 con etilenglicol se descart6
debido a que el rendimiento informado para la formacion de este compuesto en particular
era menor del 50% auan trabajando con un equivalente de etilenglicol [Herzog, 1953].

Si bien se informé que la proteccion selectiva del carbonilo en C3 empleando
etanoditiol en acido acético ocurre con buen rendimiento (77%) [Ralls, 1954] la remocion
posterior del grupo protector por distintas metodologias no resultaba satisfactoria
(rendimientos entre 40% y 50%) [Daum, 1967; Heaton, 1971].

Se decidio entonces proteger el sistema A%-3-ceto en 66 por formacion del

correspondiente enolacetato 67 [Lorenc, 1983] o el benciltioenoléter 68 [Romero, 1951].
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En ambos casos las reacciones fueron selectivas, obteniéndose los compuestos

deseados con buen rendimiento.

o
Acy0, AcCl, N, /Ctgj)—‘\]
70% B AcO
o 67
o)
0
66
PhCH,SH, Py.HCl, Bz
75% PhCH,S
68

Ringold y colaboradores [Ringold, 1959] informaron la obtencion de un 17-etil
esteroide por tratamiento del 17-ceto derivado correspondiente con acetiluro de potasio
(25% de rendimiento) y posterior hidrogenacion del grupo etinilo en presencia de un doble
enlace entre C4-C5 (60% de rendimiento). Sin embargo, se considerd conveniente utilizar
como reactivo bromuro de etilmagnesio preparado "in situ” a partir de bromuro de etilo y
magnesio metalico en tetrahidrofurano anhidro empleando un unico paso de sintesis.

Al intentar la reaccion de 67 o 68 con bromuro de etilmagnesio en distintas
condiciones (solvente, temperatura, relacion Grignard:esteroide) se obtuvieron varios
productos de reaccion posiblemente debido al ataque del reactivo organometalico sobre el
grupo acetato (compuesto 67), la posicion bencilica (compuesto 68) o el sistema 3,5 dieno.

En vista de ello se descarto este camino sintético y se decidio utilizar un sustrato

diferente. Se eligio la S-androsten-3B-ol-17-ona (69) como material de partida. Este sustrato
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poseia dos funciones oxigenadas en posiciones adecuadas (C3 y C17) en distinto estado de
oxidacion. Se evitaba entonces la necesidad de proteger selectivamente una de ellas.
Ademas, la presencia de un doble enlace entre C5-C6 posibilitaria la posterior introduccion
de la insaturacion en la posicion requerida (C4-C5). El grupo 17-ceto permitiria la
introduccion de la cadena lateral y posteriormente podria construirse el heterociclo en forma
analoga a la empleada para la sintesis del colesta-2,4-dien [2,3-d] isoxazol (51) a partir de

colesterol (54) como se describio anteriormente en este capitulo.

HO

69 70 65

La reaccion de Grignard sobre el compuesto 69 utilizando 2,5 equivalentes de reactivo
di6 una conversion del 60%, obteniéndose una mezcla 1:1 de productos que resultaron, de
acuerdo al analisis de sus espectros de RMN-!H y RMN-13C, el 17a-etil-5-androsten-38,

17B-diol (70) y el 5-androsten-3[3,17B-diol (71).

OH

ELMgBL Tl{F) 'emb.

HO HO HO

69 70 71

Durante el transcurso de la reaccion se observo la formacion de un precipitado blanco
que se atribuyd a la formacion de sales por la presencia del grupo hidroxilo en C3. Esto

podria hacer mas lenta la reaccion de adicién al carbonilo y por lo tanto la competencia con
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la enolizacion de la cetona (que tiene como consecuencia la recuperacion del material de
partida) y la reduccion (que origina el diol 7I) se hace importante [March, 1992, Buhler,
1973).

Se intenté favorecer la reaccion de adicion utilizando un exceso del reactivo de
Grignard, mayor temperatura 0 empleando HMPA como cosolvente para evitar la
precipitacion de sales. Sin embargo, los resultados obtenidos no variaron en forma
significativa.

Se decidio entonces emplear un reactivo mas enérgico como el etillitio. Dado que el
mismo no era comercialmente accesible se intento su preparacion de acuerdo al método de
Smith y Turner [Smith, 1953] por reaccion entre bromuro de etilo y litio metalico en hexano
no observandose reaccion alguna. Se utilizd entonces cloruro de etilo como sustrato aunque
su manipulacién resultdo mas dificultosa debido a su gran volatilidad. El etillitio formado
resultd insoluble en hexano pero dado que el mismo era estable en dicho solvente, se decidio
emplear el reactivo en suspension.

Al realizar la reaccion sobre el 17-ceto esteroide 69 empleando el reactivo preparado
en la forma descripta, se obtuvo una mezcla 1:1 de la cetona de partida y el producto de
adicion buscado (70). En este caso también se observo la formaciéon de un precipitado,
probablemente debido a la formacion de sales por la presencia del grupo hidroxilo, sin
embargo, no se detectd la formacion del compuesto derivado de la reduccion del grupo
carbonilo (71). El rendimiento habia aumentado del 30% (reaccion con EtMgBr) al 50%

(reaccion con EtLi).



EtLi, 0°C

Y

50%
HO

70

69

El inconveniente que presentaba esta reaccion era la necesidad de preparacion previa
del etillitio. Debia utilizarse cloruro de etilo (p. eb. 12°C) en hexano a 55°C durante 3-4 hs.
El control de la temperatura y tiempo de reaccion eran fundamentales. La preparacion del
reactivo resultaba compleja, los rendimientos eran bajos debido a la pérdida de cloruro de
etilo por su bajo punto de ebullicion y los resultados obtenidos eran muy sensibles a
pequefios cambios en las condiciones de reaccion. Se obtenian resultados muy variables.

Considerando la creciente aplicacion del ultrasonido en sintesis organica en los ultimos
afios [Lindley, 1987] particularmente en el caso de reacciones heterogéneas como la
preparacion de compuestos organometalicos [Luche, 1980], se decidid utilizar una
metodologia diferente para la introduccion del grupo etilo en C17 del esteroide.

Una solucion de la cetona 69 y bromuro de etilo en THF anhidro en presencia de
alambre de litio se irradio en el bafio de un aparato de ultrasonido a 10°C-15°C durante una
hora obteniéndose el compuesto 70 con 76% de rendimiento. En estas condiciones fue
posible emplear bromuro de etilo para generar el compuesto organolitico correspondiente
pese a que con la técnica de Smith y Turner utilizada anteriormente era necesario utilizar el
cloruro de alquilo. Esto puede deberse a que la reaccion de acoplamiento de Wurtz, mas
favorable al emplear bromuros de alquilo no transcurre al utilizar ultrasonido como fuente de

energia.



La reaccion resultd muy simple ya que en un solo paso se generaba el etillitio y se

producia la adicién al grupo carbonilo.

EtBr, Li, THF
ultrasonido

\J

76%
HO

70

69

Se protegio el hidroxilo de C3 como fert-butildimetilsililéter para intentar optimizar el
rendimiento de la reaccion de alquilacion pero dado que resulté similar al obtenido
anteriormente no se justificaba agregar un paso de proteccion y posterior desproteccion en
dicha posicion.

Una vez lograda la introduccion de la cadena lateral en C17, la construccion del
heterociclo fusionado al anillo A del esteroide se realizo en forma similar a la descripta
anteriormente.

El hidroxilo en C3 se oxido empleando el reactivo de Jones a 0°C previa remocion del
oxigeno disuelto por pasaje de nitrogeno a través de la solucion de 70 en acetona. Si bien
durante la oxidacion de colesterol (54) no se produjo la isomerizacion del doble enlace, en
este caso como productos de reaccion se obtuvieron las enonas 72 (70% de rendimiento) vy
73 (20% de rendimiento). A pesar de la acidez del medio, las condiciones de reaccion
resultaron suficientemente suaves como para evitar la deshidratacion del hidroxilo terciario
en C17 como reaccion secundaria.

La isomerizacion completa del doble enlace entre C5-C6 se realizé por tratamiento de
72 , o de la mezcla de 72 y 73, con alumina basica o vapores de acido clorhidrico

concentrado. De la misma manera que con los analogos derivados del colesterol (54).
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empleando catalisis acida la reaccion se completd en menor tiempo. En ambos casos la
isomerizacion resulto cuantitativa.

Para la formacion del enolato cinético de la enona 73 se utilizaron 2,5 equivalentes de
LICA a 0°C debido a la presencia del grupo hidroxilo en C17. Pese a generar un dianion, no
hubo problemas de solubilidad del mismo que pudieran afectar la velocidad de reaccion.
Como productos se obtuvieron el 2-hidroximetilen esteroide 74 (90%) junto con el
compuesto 75 (7%) formado por reaccion del formiato de etilo sobre el alcoxido generado

enCl17.

1) LICA, THF, 0°C

—_—
3) HCO2EL, tamp.

73 74 75

La identidad del compuesto 75 se establecié sobre la base de su espectro de RMN-1H.
Los singuletes a 7,40 ppm,; 5,80 ppm y 1,05 ppm correspondian a los hidrogenos 2', 4 y Me-
19 de una estructura de tipo 2-hidroximetilen-4-en-3-ona. El triplete a 0,87 ppm (J=7,5Hz)
indicaba la presencia del grupo etilo en C17 mientras que el singulete a 8,07 ppm revelaba la
presencia del formiato esterificando el hidroxilo en 17f. La sefial para Me-18 (0,90 ppm) no
se vio afectada por la presencia del grupo formilo en posicion 17.

Finalmente, por tratamiento de 74 con clorhidrato de hidroxilamina se obtuvo, con
87% de rendimiento el 17c-etilandrosta-2,4-dien [2,3-d] isoxazol 17(3-ol (65). La ruta

sintética a partir de 5-androsten-33-ol-17-ona (69) se indica en el Esquema 5.
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EtLi, THF,
ultrasonido

P
o

Jones. acclona, N1

—
>

HO 76%

69

HO ~ 1)LICA, THF, 0°C

2) HMPA
3) HCO2Et, tamb.
—_— >
o 90%
72 3
| Al203 bisica,100% 4

o HCI ®) 100%

H>NOH.HCI,
NaAcO, HAcO, EIOH

87%

74 65

Esquema 5. Sintesis de 17a-etilandrosta-2,4-dien [2,3-d] isoxazol-17B-ol (65).

La estereoquimica en Cl17 podia establecerse por RMN-'H midiendo el
desplazamiento de la sefial de Me-18 al cambiar el solvente de cloroformo-d; a piridina-ds o
por comparacion con valores de & informados para distintos 17c-metil-17(3-
hidroxiesteroides.

Dado que el diol 70 resultd poco soluble en cloroformo, la estereoquimica en dicho

carbono se confirm¢ luego de la oxidacién del grupo hidroxilo en C3.
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Demarco y colaboradores [Demarco, 1968] midieron los desplazamientos quimicos
protonicos en cloroformo-d; y en piridina-ds para una gran variedad de compuestos
estructuralmente diferentes conteniendo el grupo hidroxilo. Los desplazamientos observados
debido al cambio de solvente (A = 8CDC; - 8CsDsN) fueron racionalizados en términos de
complejos especificos soluto-solvente entre moléculas de piridina y el grupo hidroxilo de las
moléculas de soluto.

Los autores encontraron que los grupos metilo vecinales a un hidroxilo se desprotegen
en una magnitud que depende del angulo diedro entre el hidroxilo y el metilo. A medida que
dicho angulo es menor, mayor es la desproteccion. Asi, para ¢ = 160 - 180°, A oscila entre
-0,03 y -0,05 ppm; para ¢ = 85°, A =-0,13 ppm y para ¢ = 60°, A varia de -0,20 a -0,27
ppm.

Entre los compuestos estudiados por Demarco se encuentran el 5a-androstan-1783-ol
(76), Sa-androstan-17a-0l (77) y la 17a-metil-5(10)-androsten-19-nor-17B-ol-3-ona (78)

que se tomaron como compuestos modelo.

OH

T

76 77 78

En la Tabla 1 se presentan los desplazamientos inducidos por piridina para los
compuestos analizados por Demarco y los obtenidos para los compuestos 72, 65 y el

Danazol (7).
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Tabla 1. Desplazamientos inducidos por piridina (A = dCDCj - 8CsD3N)

Compuesto H-19 H-18 H-20 H-21 H-2'
76 0,00 -0,24
77 0,00 -0,05
78 -0.19 -0.20
72 0,05 -0,22 0,21
65 0,10 -0,20 020 |-0,33
7 0,10 -0,21 -0,85 -0,33

Estos resultados indicaron claramente que el ataque al grupo carbonilo en 69 se habia
producido por la cara o menos impedida y por lo tanto la estereoquimica propuesta para
C17 era correcta.

En trabajos mas recientes [Schinzer, 1992]) se informaron los valores de
desplazamiento quimico empleando cloroformo-d; como solvente para Me-18 en ambos
epimeros de esteroides con un grupo hidroxilo y un grupo metilo unido a C17. Los valores
para los 17B-hidroxi compuestos concuerdan con los obtenidos para los compuestos 72, 73,

74,65y 7.
Desplazamientos quimicos (ppm) para Me-18

Me  OH

72 73 74 65 7

0.91-0.94 0.73-0.76 0.92 0.92 0.91 0.93 0.90
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3. Estudios sobre el equilibrio ceto-endlico en 2-formil-3-ceto esteroides.

En el transcurso de la sintesis de los isoxazoles esteroidales 51, 41 y 63, se obtuvieron

como intermediarios los 2-hidroximetilen esteroides 59, 40 y 74 respectivamente.

Estas estructuras corresponden a una de las formas enodlicas de un 2-formil-3-ceto
derivado. Debido a la estructura de B-ceto aldehido, estos compuestos presentan una gran
tendencia a enolizar, pudiendo originar dos posibles formas enolicas. El equilibrio de

enolizacion se indica en el Esquema 6 para el caso de los compuestos 59 o 74.
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Esquema 6. Equilibrio de enolizacion para los compuestos 59y 74.

Se decidié estudiar la direccion de enolizacién por RMN-IH asi como el efecto
producido debido a la presencia del doble enlace entre C4 y C5. Se utilizaron los
compuestos 39 y 74 sintetizados previamente. Para estudiar el efecto de la insaturacion en
posicion 4 se utilizo el compuesto 40 y el analogo 5B-saturado 79. El compuesto 79 fue

preparado segun el método descripto por Spyriounis y colaboradores [Spyriounis, 1989].

Ho/jjgg\/ﬁ;}hpoz o rac ‘ Ho/ﬂ@\/ﬁ/

HAcO, 90°C. 1,5 hs.

59 79

La sefial correspondiente al hidrogeno 2' era facilmente identificable en el espectro de

RMN-H del crudo de reaccion. Se observd un singulete a 8,25 ppm que correspondia al
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compuesto 79 junto con una sefial a 8,62 ppm correspondiente al analogo Sa-saturado que
se formaba como producto secundario en la reaccion (relacion 5f:5a 5:1).

La velocidad de interconversion entre la forma ceto y cada una de las estructuras
enolicas A y B es suficientemente lenta para permitir la deteccion del hidrogeno aldehidico
de la forma dicarbonilica [Bhacca, 1964a). Sin embargo, en los casos estudiados
(compuestos 59, 40, 74 y 79) los resultados espectroscopicos indicaron que la concentracion
del cetoaldehido era muy baja y por lo tanto este hidrogeno no fue observado. Ello se debe a
la gran estabilizacion de las formas endlicas por la formacion de enlaces puente hidréogeno
intramoleculares dando lugar a anillos de seis miembros. Ademas, debido a que la velocidad
del equilibrio entre las formas A y B es muy elevada para la escala de tiempo del
experimento de RMN, la sefial observada en los espectros es un promedio pesado entre las
contribuciones de las sefiales de H, y Hy, de ambas especies enolicas.

A partir del desplazamiento quimico promedio de H, y Hy, (8,), puede calcularse el

porcentaje de la forma endlica B en el equilibrio segin

00 — ba
ob - ba

%B=

donde &, y 8y, son los desplazamientos quimicos de H, y Hy, respectivamente.

Considerando el 3-formilcamfor (80) como modelo para la forma enodlica B, se puede
asignar un valor de 6,71 ppm a 3y, [Garbisch, 1963]. En este compuesto puede suponerse
que solo el carbonilo aldehidico se encuentra enolizado, pues la enolizacion del carbonilo

cetonico introduciria una gran tension en el sistema biciclico.
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H Hp
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Teniendo en cuenta la sefial del proton aldehidico del salicilaldehido (87, 9,80 ppm). la
anisotropia del anillo bencénico y el efecto del doble enlace (conjugado con el carbonilo
aldehidico) se obtuvo un valor de 9,12 ppm para §,. El efecto anisotropico del anillo
bencénico (0,31 ppm) se estimdé por comparacion del desplazamiento quimico del hidrogeno
aldehidico en el benzaldehido (82, 10,09 ppm) y en el ciclohexancarboxaldehido (83, 9,78
ppm). El efecto del doble enlace (0,37 ppm) se estimé comparando la seial del mismo
hidrégeno en el compuesto 83 y el 1-ciclohexencarboxaldehido (84, 9,41 ppm). Los valores

se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos para el hidrogeno aldehidico de compuestos modelo?.

Compuesto 81 82 83 84
H H H H
H<
0]
(ppm)

a Los espectros de RMN-!H se realizaron en CDClj.

5,=(9,80-0,31-0,37)=9,12 ppm
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Debido a no disponer de datos de RMN-!H para los compuestos 83 y 84, los mismos

se prepararon de acuerdo al siguiente esquema sintético:

CH,OH CHO
LIA|H4 PDC, 0°C
> _—
/ 5% 96%
COzH Co:Me
CH>sN,
R
98%
1) LICA, THF, -78°C
85 86 2) PhSeCl, -78C CO,Me CH,OH
3) H0,, 0°C AlH3
L —_—
70% 99%
88 89
CHO
PDC, 0°C
89 —  »
91%
84

La insaturacion en posicion o al grupo carbonilico en 86 se introdujo por eliminacion
del correspondiente fenilselenoxido [Reich, 1975]. La reduccion directa del éster metilico 88
al aldehido 84 utilizando DIBAL a -78°C [de Laszlo, 1985; Garner, 1987] no fue posible. Se
opto por llevar a cabo la reduccién al alcohol alilico (89) y posterior oxidacion para obtener
el aldehido o, insaturado. El alcohol alilico 89 se obtuvo por reduccion con AlH; obtenido
"in situ" a partir de LiAlH, y AICl; [Duraisamy, 1983]. Por oxidacion de este compuesto
empleando PDC [Corey, 1979] pudo obtenerse el aldehido o, insaturado 84.

Sobre la base de los valores asi obtenidos para &, y O junto con el valor de

desplazamiento quimico promedio observado (8,) pudo calcularse el porcentaje de la forma



Isoxazoles Esteroidales 47

enolica B y el valor de la constante de equilibrio (K) para la interconversion entre ambas

formas enolicas (Tabla 3).

Tabla 3. Direccion de enolizacion? y constante de equilibrio (K) para 39, 40, 74y 79.

Compuesto &, (ppm) %B K=[B]/[A]
74 7,38 72,2 2,60
59 7,37 72.6 2,65
40 8,62 20,7 0,26
79 8,25 36,1 0,56

4 Los espectros se realizaron en CDCl5.

En el caso de existir un doble enlace en posicion 4 predomina la enolizacion del

carbonilo aldehidico (forma B). En el caso de los sistemas saturados (40 y 79) predomina la

enolizacién del carbonilo cetonico (forma A).

H H
07N 0
& :
“0 H\O
H
forma enolica principal forma enolica principal
para 74 y 59 parad0y 79

Estos resultados son consistentes con los datos de RMN-13C para este tipo de
compuestos. Dado que el C2' es un carbono aldehidico y por lo tanto portador de un atomo
de hidrogeno su asignacion es muy simple empleando técnicas como la de ecos de spin con

desacople alternado (APT: test de protones vecinales) [Shoolery, 1984] o la técnica de
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desacople retrasado (SPDD: Single Pulse Delayed Decoupling) [Bigler, 1983]). Para el
compuesto 40 (C2' con mayor caracter aldehidico) la sefial correspondiente aparece a 187,6
ppm mientras que para los compuestos 59 y 74, la misma se encuentra en 164,9 ppmy 165,0
ppm respectivamente.

Los resultados obtenidos con los compuestos saturados estan de acuerdo con lo
informado por otros autores sobre el estudio del equilibrio ceto-endlico en 2-
acilciclohexanonas empleando RMN-170 [Gorodetsky, 1967; Leffler, 1991]. Se observo
que para este tipo de compuestos se favorecia el enol con el doble enlace endociclico.

Para estudiar cudles eran los factores estructurales que determinaban la
preponderancia de una de las formas endlicas frente a la otra, se decidi6 realizar calculos de
mecanica molecular de las distintas estructuras endlicas posibles. Se utilizaron los programas
PCMODEL (version 2.0) y MMX (que incluye calculos pi VESCF). Ambos utilizan el
campo de fuerza MMX que es una extension del MM2 de Allinger que incorpora el
concepto de parametros generalizados, permitiendo el calculo de una gran variedad de
estructuras.

De los resultados obtenidos con estos calculos, se puede deducir que el factor que
determina la mayor estabilidad de una de las estructuras enodlicas es la energia de
conjugacion pi que produce una mayor estabilizacion en la molécula cuanto mayor es la
coplanaridad de los dobles enlaces conjugados.

Se realizaron los calculos sobre el compuesto 74 y el analogo Sa saturado 90 ya que al
utilizar una cadena lateral de menor namero de atomos (en lugar de cadena de colesterol) se
disminuye el tiempo empleado para el calculo.

En las Figuras S5, 6, 7 y 8 se muestran las conformaciones mas estables para las
distintas estructuras junto con los angulos diedros representativos que evidencian el grado

de coplanaridad de los dobles enlaces conjugados.



Isoxazoles Esteroidales 49

En la Tabla 4 se indican los valores obtenidos para las energias de conjugacion pi (los

valores son negativos pues representan energias de estabilizacion).

Tabla 4. Energias de conjugacion pi de las formas enolicas de 74 y 90.

Estructura Energia pi (Kcal)
74, -247,643
74y, -248,931
90, -158,061
90, -151,283

74, 90a

90,

En el caso del compuesto 74, la mayor estabilidad de la forma b se debe a que en ésta,
el sistema A+-3-ceto se encuentra totalmente plano (angulo diedro O-C3-C4-C5 de
179,43°); sin embargo la conjugacion entre el doble enlace exociclico y el carbonilo es pobre
(angulo diedro C2'-C2-C3-0 de 28,69°) (Figura 5) y por esto la diferencia de energia entre

74,y 74y, es pequeia. En la forma 74, (Figura 6) no hay buena coplanaridad entre ninguno
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de los dobles enlaces conjugados (angulo diedro O-C2'-C2-C3 13,34° y C2-C3-C4-CS
13,88°).

En el caso del compuesto 90, para la forma a (Figura 7) la coplanaridad de los dobles
enlaces es mucho mayor (angulo O-C2'-C2-C3 5,67°) que en el caso de 90, (Figura 8)
(angulo C2'-C2-C3-0 28,98°).

La importancia del analisis de este tipo de equilibrios se debe no solo a la
interpretacion de los datos espectroscopicos sino a que en muchos casos la capacidad de
enolizacion de compuestos 1,3 dicarbonilicos puede ser determinante de su actividad
biologica. Recientemente se ha informado que la forma enélica de ciertos 3-ceto-4,5-epoxi

esteroides es responsable de su actividad como inhibidores del HIV-1 [Michne, 1993].
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4. Asignacion de los espectros de RMN-13C de Isoxazoles Esteroidales y sus

intermediarios de sintesis.

Debido a la falta de datos espectroscopicos sobre este tipo de compuestos y para
asignar completamente los espectros de los compuestos 51, 41, 65 y de los distintos
intermediarios sintéticos obtenidos, se decidio realizar la asignacion completa e inequivoca
de los espectros del Danazol (7) que se tom6 como compuesto modelo.

Todos los espectros para el compuesto 7 se efectuaron a una frecuencia de 500 MHz

para proton'y 125 MHz para carbono-13.

Danazol

Se realizaron experiencias de doble irradiacion selectiva y una serie de espectros de
RMN bidimensionales como ser: HETCOR (conectividad C-H a un enlace) [Bax, 1981],
RELAY homonuclear (conectividad H-H a tres enlaces) [Bax, 1983], DEPT (para clasificar
las sefiales en el espectro de RMN-13C como: metilo, metileno, metino y carbonos
cuaternarios) [Zilm, 1982], HMBC (conectividad C-H a dos y tres enlaces) [Bax, 1986],
NOESY (correlacion entre hidrogenos que presentan NOE entre si) [Jeener, 1979].

Algunas sefiales en el espectro de RMN-!H (Figura 9) pudieron asignarse

directamente sobre la base a su desplazamiento quimico e integracion:
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8 (ppm)
0,90
1,02
1,98
2,50
2,57
2,72
6,17

8,00

Integracion
3

.
J

multiplicidad
s

s

s

d (J=15,7 Hz)
s

d (J=15,7 Hz)
d (J=2,6 Hz)

S

4 La seal desaparece por intercambio con metanol-d

Me-18
Me-19
17-OH2
H-1
H-21

Considerando la conformacion de la molécula el H-4 debera acoplarse con H-63 pues el

orbital de la union C6-H6P presenta maximo solapamiento con el orbital del doble enlace

entre C4-C5 [Bhacca, 1964b]. La sefial a 2,44 ppm cambio al irradiar el hidrogeno de 6,17

ppm (H-4) y por lo tanto debia corresponder al H-6f3.

Las sefales en el espectro de RMN-13C se clasificaron segtin el nimero de hidrogenos

directamente unidos utilizando los espectros DEPT. Los valores de desplazamiento quimico

en ppm se indican a continuacion:
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CHj CH, CH c

12,6 212 37,0 41,0

18,7 232 49,9 46,7
30,7 53,9 79,7
32,2 74,1 87.4
32,6 108,8 107,6
334 148.6 154.4
38,9 164,9

Por desacople heteronuclear irradiando la sefial correspondiente a H-2' (8,00 ppm)
pudo asignarse la sefial del metino de 148,6 ppm a C2'y por lo tanto la sefal de 108 8 ppm
correspondia a C4, ya que era el inico metino restante en la zona de carbonos vinilicos.

A partir del espectro HETCOR (Figura 10) se identificaron los pares de hidrogenos
acoplados a carbonos iguales que correspondian a los siete metilenos de la molécula. Los

valores de d(ppm) de dichos pares de hidrogenos son:

2,30 2,72 1,76 2,44 1,78 1,74 1,62

b

2,00 2,50 1,67 2,37 1,05 1,36 1,47
Sobre la base de lo expuesto y teniendo en cuenta las correlaciones observadas, se
asignaron las sefiales de los hidrogenos de los metilenos de C1 (2,50 ppm y 2,72 ppm) y C6
(2,37 ppm y 2,44 ppm) y también las sefiales correspondientes a C18, C19 y C21, sobre la
base de la correlacion con los hidrogenos respectivos.
Teniendo en cuenta el espectro RELAY homonuclear (Figura 11) y a partir de las
senales de los hidrogenos de C6, se ubicaron los hidrogenos de C7, y con estos el H-8. Los

valores de 6 (ppm) son:



Analizando nuevamente el espectro de correlacion heteronuclear a un enlace (Figura

10) pudieron establecerse las sefiales de C7 y C8

C7:30,7 ppm
C8: 37,0 ppm

Las senales de los carbonos atin no asignados se dividieron en los siguientes grupos:

a) sefiales correspondientes a metinos: 49,9 ppm y 53,9 ppm (deben corresponder a C9 vy
Cl4)

b) sefiales de carbonos cuaternarios sp2: 107,6 ppm; 154,4 ppm y 164,9 ppm (C2, C3 y C5)

c) sefales de carbonos cuaternarios sp o unidos a oxigeno: 79,7 ppm y 87.4 ppm (C17 y
C20)

d) sefales de carbonos cuaternarios sp3: 41,0 ppm y 46,7 ppm (C10y C13)

e) senales de carbonos metilénicos: 21,2 ppm; 23,2 ppm; 32,6 ppm; 33,4 ppm y 38,9 ppm

(C1,Cl11, Cl12, C15y C16)

Se recurri6 a un espectro de correlacion heteronuclear a larga distancia (dos y tres
enlaces). Se realizo un espectro HMBC (Figura 12) optimizando el experimento para una
constante de acoplamiento de 9Hz. Se observaron las correlaciones con los hidrogenos de

Me-18 y Me-19 ya que al emplear esta técnica se utilizan tres hidrogenos para detectar la
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sefial de un mismo nicleo de !13C. Las correlaciones observadas y las asignaciones

respectivas fueron:

con Me-18: 32,6 ppm (C12); 46,7 ppm(C13); 49,9 ppm (C14) y 79,7 ppm (C17)
con Me-19: 33,4 ppm (C1); 41,0 ppm (C10); 53,9 ppm (C9) y 154,4 ppm (C5)

Sobre la base de estas asignaciones pudieron establecerse:

C2: 107,6 ppm C20: 8,4 ppm
C3:164,9 ppm

(considerando los valores de )

Asignadas las sefiales de C9 y C14 pudieron conocerse, sobre la base del espectro
HETCOR (Figura 10), los valores de desplazamiento quimico de H-9 y H-14. A partir de
estos, por medio del RELAY homonuclear (Figura 11) se identificaron los hidrogenos de
CH,-11 (por correlacion con H-9), CH,-15 (correlacion con H-14) y CH,-16 (por
correlacion con CH»-15). Por ultimo, se asignaron las sefiales de C11, C15 y C16 sobre la
base del espectro de correlacion heteronuclear (Figura 10).

Para determinar la ubicaciéon espacial (o o ) de los hidrogenos metilénicos, se
utilizaron los datos de constantes de acoplamiento obtenidos del espectro de RMN-!H
considerando que los hidrogenos axiales (6B, 7a, 118, 12a y 15B) debian presentar
acoplamientos geminales y acoplamientos diaxiales con valores de J alrededor de 12 Hz.
Para los hidrégenos de CH,-1 se considerd que el hidrogeno pseudoecuatorial debia estar
desplazado a campos mas bajos. En el caso de CH,-16 se tuvo en cuenta la correlacion

observada entre Me-18 e H-16f en un espectro NOESY.
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La asignacion completa de los espectros de RMN-!H y RMN-13C del Danazol (7) se
presenta en la Tabla 5. Estos valores se utilizaron como base para la asignacion de los
espectros de los isoxazoles 51, 41 y 65 y de los distintos intermediarios involucrados en la
sintesis de los mismos. Los espectros de dichos compuestos se detallan en la parte

Experimental del presente trabajo de Tesis.
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Posicion

la
1B
2

3

4

5
6a
6f
To
B
8

9

10
la
118
12a
12
13
14
15a
158
16a
163
17
18
19
20
21
Y
OH

3 Los espectros fueron realizados en CDCls.
b Espectro de RMN-!H a 500 MHz, espectro de RMN-13C a 125 MHz.

Tabla S. Espectros de RMN-!H y RMN-13C del Danazol (7)2.b.

C(ppm)

33.4

107.6
164.9
108.8
154.4

322

30.7

37.0
53.9
41.0
212

46.7
49.9
232

389

79.7
12.6
18.7
87.4
74.1
148.6

H(ppm)

2.50
2.72

6.17

2.37
244
1.05
1.78
1.50
1.18

1.62
1.47
1.76
1.67

1.54
1.74
1.36
2.30
2.00

0.90
1.02

2.57
8.00
1.98

multiplicidad

d
d

ddd
dddd
tdd
ddt
cd
ddd

dtd
cd

ddd
ddd

td
dddd
cd
ddd
ddd

Jigy/ Hz
15.7
15.7
2.6
15.4,4.6,2.6
15.4,13.9,4.9,2.5
13.4,11.1, 4.6
12.7,4.9, 12.9¢
11.0, 3.2¢
12.5,10.2, 4.1
13.5, 4.1, 2.8¢
13.3, 4.3¢
13.3, 12.6, 4.1¢
12.6, 4.3, 2.8¢
11.0, 7.3¢
12.1,9.7, 7.3, 4.1¢
12.1,5.6
13.9,9.7,5.6
13.9,12.1, 4.1

¢ Los valores de J se obtuvieron de un espectro en cloroformo-d; : benceno-dg 95:5.
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Figura 10.

Espectro HETCOR del Danazol (7).
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Figura 11. Espectro RELAY homonuclear del Danazol (7).
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Figura 12. Espectro HMBC del Danazol (7).
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Introduccion

El objetivo principal del presente trabajo de Tesis fue la preparacion de derivados

esteroidales con un anillo isotiazolinico fusionado al anillo A del esqueleto esteroidal.

Teniendo en cuenta la estrategia sintética empleada para la sintesis de isoxazoles
esteroidales, se revisaron las metodologias descriptas por distintos autores para la
preparacion de anillos isotiazolinicos. Debido a que no se conocian compuestos esteroidales
que presentaran este tipo de heterociclo en su estructura y dado que la mayoria de los casos
informados se limitaban a la sintesis del heteroanillo aromatico con distintos sustituyentes;
no todos los métodos de sintesis eran aplicables a la preparacion de isotiazoles fusionados a
un ciclo de seis miembros como el anillo A del esqueleto esteroidal.

La descomposicion térmica o fotolitica de azidas vinilicas es un método eficiente para
generar nitrenos por eliminacion de nitrogeno. Estas especies poseen un sexteto de
electrones y por lo tanto reaccionan facilmente con especies débilmente nucleofilicas [Korte,
1975). Este tipo de reaccion se ha utilizado para la preparacion de algunos heterociclos

como el isoxazol 91 o el isotiazol 92 [Moody, 1984]
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E10,C

EtOL tolueno, refl. E10,C - N‘D
EtO N, > EtO N: T o BOTRg
O .. G+

70% (0]
91
: -
N3 N3
]\ xileno, refl. 7\
S S
Ny CO,Et N CO,Et
CN
_— S ~N + HC=CH
27% N
CO,E
92

En nuestro caso, la aplicacion de esta metodologia implicaba la preparacion del
intermediario 93 para intentar el ataque nucleofilico del atomo de azufre del grupo

tiocarbonilo en C3 sobre el nitreno generado a partir de la azida vinilica correspondiente en

C2'.




93

Tomando como base la sintesis de isoxazoles esteroidales descripta en el capitulo
anterior, la introduccion del C2' podia efectuarse por reaccion del enolato correspondiente a
un 3-cetoesteroide con un electrofilo adecuado. El grupo carbonilo en C3 podria luego
transformarse en tiocarbonilo empleando reactivos como el 2 4-bis(p-metoxifenil)-1,3-
ditiadifosfetano-2,4-disulfuro (reactivo de Lawesson) (94a) [Sakamoto, 1988, Edwards,
1988] o sus analogos 945 o 94c.[Khan, 1988; Metzner, 1992]. Estos reactivos resultaban
mas ventajosos que la alternativa clasica que utilizaba pentasulfuro de fosforo para este tipo
de transformacion ya que se utilizan en proporcion equimolecular obteniéndose rendimientos

muy superiores [Cava, 1985].

S

WS

R—P: >l§\—R
S s

32
o)
Y
0
b

94a R = 4-(MeO)CeH4 2
b R= 4-(MeS)CsHs
¢ R= 4-(PhO)CeHy

La introduccion del grupo azida resultaba dificultosa ya que los métodos descriptos
para la preparacion de azidas vinilicas por adicion de acido hidrazoico, azida mercurica o
halégeno azidas [Korte, 1975, Hassner, 1968] sobre compuestos insaturados no daban
resultados satisfactorios. La introduccion del grupo azida ocurriria en el carbono mas
sustituido (en este caso C2). Otra alternativa era el desplazamiento de un grupo sulfonato en

C2' empleando azida de sodio. En este caso la insaturacion entre C2-C2' deberia introducirse



luego de la reaccion de sustitucion (podria utilizarse la eliminaciéon de un selenoxido en
posiciéon o a un carbonilo en C3). Sin embargo, la competencia entre la formacién de un
doble enlace endociclico (compuesto 95) y un doble enlace exociclico (compuesto 96) seria

importante.

TsO Ny

—_— +
0] o)
95 96

Brownsort y colaboradores [Brownsort, 1989] desarrollaron una metodologia
completamente diferente para la preparacion de heterociclos de cinco miembros que
incorporaban la unidad C=N-S. Los autores utilizaron la cicloadiciéon 1,3-dipolar entre un

sulfuro de nitrilo y un triple enlace .

+
,//N’S N—S
C )R
> X =0, NH
XCC=CR 70-81% X0
o)
97 98

Esta estrategia no era aplicable para la preparacion de isotiazoles fusionados a anillos
de seis miembros pues seria necesaria la presencia de un triple enlace entre C2 y C3 del

esteroide.



|
C
U
N+ O+ — N
|

Teniendo en cuenta que al utilizar olefinas analogas a 97 como dipolardfilos los
rendimientos informados por los mismos autores se redujeron drasticamente (24-28%), se
descarto esta metodologia.

En 1973 Clarke y colaboradores estudiaron la ciclacion de la oxima 98 por
calentamiento con acido polifosforico. Como productos se obtuvieron el isotiazol 99 y el
tiazol 100 formado, presumiblemente, por reordenamiento de Beckmann de la oxima 98
previo a la ciclacion [Clarke, 1973]. El tiazol 100 era el compuesto mayoritario aunque la
proporcion del mismo disminuia al aumentar la temperatura (relacion 100/99; 3,9:1 a 80°C;

1,75:1 a 120°Cy 1,3:1 a 200°C).
L Y - Oy
—_—
SH s’N S’k
99 100

Una metodologia similar fue utilizada por McKinnon y Lee [McKinnon, 1988] para la
preparacion de isotiazoles fusionados a anillos aromaticos. Las oximas derivadas de las 2-
(metiltiofenil)cetonas 101 se trataron con anhidrido acético/piridina a reflujo obteniéndose
los isotiazoles 102 con rendimientos que variaban entre el 76% y 95%. El requisito era
convertir el grupo hidroxilo de la oxima en un grupo saliente adecuado por ejemplo, por

esterificacion del mismo (se aislaron los acetatos de las oximas como intermediarios de la
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reaccion). El ester eliminado en la ciclacion, en este caso acetato de metilo, debia ser volatil

y no reactivo.

R«, R1 R1
R
2 o Ra OH R NOAc
— —_—
SMe SMe SMe
101 L ]
R2 R1
—
S
102

Durante el transcurso del presente trabajo de tesis, se informaron otras metodologias
para la preparacion de derivados isotiazolinicos. Una de ellas fue la ciclacién oxidativa de
compuestos tiocarbonilicos sustituidos con grupos amino para la preparacion de los

isotiazoles 103 [Suschitzky, 1993].

NH2 S ]
w R H0; N Ner
N~ 1 / 2

|
R,

Y

Por reaccion de los tiocianatoaldehidos 104 con hidrazinas y posterior tratamiento con
acido perclorico, se prepararon los derivados isotiazolinicos N-sustituidos 105 [Schulze,

1993].



104

\
HCI104 ( C@[\'J—NH—R
—————— S

ClOg-
105 4

La secuencia que se describe a continuacion se utilizo para llevar a cabo la sintesis de
C-nucledsidos que presentaran un anillo isotiazolinico en su estructura. El nitrilo 106 se
traté con un nitrito de alquilo en presencia de una base fuerte para obtener la sal 107. Por
tosilacion de 107 y posterior tratamiento con 2-mercaptoacetato de etilo se obtuvieron los

derivados isotiazolinicos 108 [Wamhoff, 1993].

Ts CN TsO
CN
© RONO, NaOH ©
> N—=O"

0
2 3
AN AN
106 107
0 o CN Ts0
LC]’_ N—OTs HSCH,CO»Et, NEt3 -
o, 0




Estos ultimos métodos de sintesis no se consideraron adecuados para la preparacion
de los isotiazoles esteroidales deseados porque no permitian la construccion del heteroanillo
fusionado al esqueleto esteroidal o porque involucraban una compleja preparacion de los
intermediarios necesarios.

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos, se considerd que la estrategia mas

apropiada seria la ciclacion de un 3 tioalquil aldehido a,f-insaturado como 109.

109

El carbonilo aldehidico unido a C2 podria introducirse en forma analoga a la empleada
durante la sintesis de isoxazoles esteroidales (ver Capitulo 1). Para la preparacion del sulfuro

vinilico en C3 se consideraron distintas estrategias:

1) Luego de la introduccion del nuevo atomo de carbono (C2') el carbonilo aldehidico
podria protegerse selectivamnte y empleando el reactivo de Lawesson (94a), se
prepararia la tiona 110. Utilizando una base se generaria el tioenolato correspondiente
para intentar posteriormente la S-alquilacion del mismo ya que existen antecedentes de
una reaccion similar a partir de una tioamida [Closs, 1988]). Luego de desproteger el

grupo aldehido, se obtendria el intermediario 109.
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(\ X reactivo de (\
o) X Lawesson
—
(0] (0] (94a)

1) base £
2)RI X %
—_ —_—
RS RS

109

2) Otra posibilidad consistia en la preparacion del sulfuro vinilico en C3 por reaccion de un
3-cetoderivado con metiltiotrimetilsilano para obtener el monotiocetal 111 que, en medio

acido, eliminaria para dar el sulfuro vinilico correspondiente [Evans, 1977].

C i
x’w MeS-SiMes X
o anz Me3S|O

MeS

111

(\X

H+* X

MeS

3) Por ultimo se consideré la posibilidad de introducir el grupo tioalquilo por
desplazamiento de un buen grupo saliente en C3. En este caso, el doble enlace entre C2-
C3 seria introducido luego de la desproteccion del grupo aldehido en C2' por eliminacion

del selenoxido correspondiente.
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X X
Cﬁd& &
o RSO,

(X\x

R = Me, 4-MeCgH4

_ﬁ;, 0%
—
R'S R'S
1) base
2) PhSeCl
3) H209 o7

y

MeS
109

Esta ultima estrategia involucraba un mayor nimero de pasos pero teniendo en cuenta
la disponibilidad de reactivos y la menor complejidad de las reacciones involucradas, se

decidio intentar este camino para la sintesis de los isotiazoles esteroidales buscados.
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Descripcion del Trabajo Realizado

Luego de analizar los antecedentes descriptos para la preparacion de isotiazoles, se
decidio intentar la formacion del enlace N-S por tratamiento de la oxima correspondiente al
aldehido 109 con anhidrido acético en piridina. La introduccion del grupo tioalquilo en C3
se realizaria por desplazamiento de un sulfonato en dicha posicion. El analisis retrosintético
(Esquema 7) indico la posibilidad de utilizar un compuesto 1,3-dicarbonilico como 112
como intermediario. Este tipo de compuestos habian sido utilizados durante la sintesis de

1soxazoles esteroidales descripta en el capitulo anterior.

X
Y 0% (X\
N, — —
s RS R'SO;
109
O/
E—
o
112

Esquema 7. Analisis retrosintético de [2,3-d] isotiazoles esteroidales.

Se encaro en primer término la sintesis de Sa-derivados debido a que durante la
preparacion de isoxazoles esteroidales, descripta en el capitulo anterior, se comprob6 la
mayor simplicidad para la preparacion de derivados como 112. Para la preparaciéon de su

analogo A%-insaturado era necesaria una etapa de oxidacion en C3 y la isomerizacion de un

doble enlace entre C5-C6 hacia C4-C5.
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Se estudio la factibilidad de una reaccion de sustitucion nucleofilica sobre un sulfonato

en C3. Se prepararon los sulfonatos 113 y 114 derivados del Sa-colestanol (62).

RSO»Cl, 2:1
Py. 1 noche
HO RSO
62

113 R =4-MeCgH4
114 R=Me

La reaccion de sustitucion sobre los compuestos 113 y 114 se estudié empleando

distintas condiciones. Los resultados obtenidos se indican en la Tabla 6.

RS Ets"”

113 R = 4-MeCgH,4 115
114 R = Me

Tabla 6. Condiciones ensayadas para la reaccion de sustitucion en C3.

nucleofilo sv T tpo. %
1 EtSH EtSH refl. 1 noche no reacciona
2 EtSLi 3 THF 0°C 5 hs. no reacciona
3 EtSLi 2 THF 60°C 1 noche no reacciona
4 EtSNab metanol refl. 1 noche 90%

4 preparado a partir de EtSH y n-BuLi
b preparado a partir de EtSH y Na.
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En las condiciones detalladas en 1, el nucledfilo (etanotiol) resulté muy débil y no se
observo producto de reaccion. Empleando EtSLi (entradas 2 y 3), el nucledfilo resultd
insoluble en THF aun a 60°C. Debido a las condiciones heterogéneas de reaccion, no se
observo la formacion del producto deseado. Se decidio entonces, intentar la reaccion en fase
homogénea (entrada 4). La especie nucleofilica se generé por agregado de sodio metalico
sobre una solucion de etanotiol en metanol {van Es, 1969]. En estas condiciones se obtuvo
el producto de sustitucion 115 con 90% de rendimiento. No se observd diferencia de
reactividad entre el tosilato 713 y el mesilato 114. Pese a que en las condiciones empleadas
podia generarse metoxido de sodio, no se observo la formacion del 3-metoxiderivado
correspondiente como producto secundario. Este hecho puede atribuirse a dos factores. Por
un lado, la mayor acidez de los tioles con respecto a sus analogos oxigenados desplazaria el
equilibrio acido-base entre el tioetoxido de sodio y metanol hacia la formacion del anion
tioetoxido. Por otro lado, debido a la mayor polarizabilidad del S, el tioetoxido seria un

nucledfilo mas fuerte que el anion metoxido.

EtSNa + MeOH == EtSH +  MeONa

La estereoquimica en C3 para el compuesto 115 se corrobord sobre la base de su
espectro de RMN-1H. Este tipo de espectroscopia es de gran utilidad para establecer la
configuracion de grupos metino del nucleo esteroidal que se encuentren unidos a
heteroatomos [Bhacca, 1964a]. Un factor muy importante para determinar la disposicion
axial o ecuatorial de un hidrogeno adyacente a un heteroatomo es el semiancho de banda de
la sefal correspondiente observada en el RMN-TH. Un hidrogeno axial en C3 presenta dos
acoplamientos diaxiales (con constantes de acoplamiento relativamente grandes) y dos
acoplamientos axial-ecuatorial mas pequefios. Esta combinacion de acoplamientos da como

resultado una sefial muy ancha (semiancho de banda de aproximadamente 15 Hz). Un
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hidrogeno ecuatorial, presenta solamente acoplamientos pequefios axial-ecuatorial o
diecuatoriales dando como resultado semianchos de banda de aproximadamente 4-5 Hz.

En la Figura 13 se presenta el espectro de RMN-!H del tosilato 113. La seifal
correspondiente al hidrogeno axial en C3 (4,42 ppm) presenta un semiancho de banda de 18
Hz. En el espectro de RMN-!H del producto 115 obtenido en la reaccion de sustitucion
(Figura 14) la sefial correspondiente al hidrogeno en C3 presenta un semiancho de banda de
7 Hz y por lo tanto corresponde a un hidrogeno ecuatorial. De esta forma pudo

corroborarse la inversion de configuracion en C3.

Figura 13. Espectro de RMN-1H del tosilato 113 (100 MHz).



Figura 14. Espectro de RMN-!H del tioéter 115 (100 MHz).

Teniendo en cuenta la factibilidad de introducir el grupo tioalquilo en C3 por una
reaccion de sustitucion nucleofilica, se decidio encarar la sintesis del isotiazol 116. Como
material de partida se eligio el compuesto 69 que se habia utilizado para la sintesis del 17a-

etil-2,4-dien [2,3-d] isoxazol-17B-ol (65). La estrategia sintética se indica en el Esquema 8.
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116

Esquema 8. Estrategia para la sintesis del [2,3-d] isotiazol 116 utilizando una reaccion de
sustitucion en C3 para la introduccion del atomo de azufre.

Por hidrogenacion de 69 utilizando una presion de hidrogeno de una atmosfera se
obtuvo el compuesto 717. La introduccion de la cadena lateral en C17 y del carbonilo
aldehidico unido a C2 se realiz6 en forma analoga a la descripta para la sintesis de isoxazoles
esteroidales. La estereoquimica en C17 se confirmé sobre la base de la sefial observada en
los espectros de RMN-1H para los hidrogenos de Me-18 de los compuestos 119 y 120 (0,91
ppm). El desplazamiento quimico coincidia con el observado para los analogos A*-
insaturados 73 (0,92 ppm) y 74 (0,91 ppm) preparados previamente.

La etapa siguiente requeria la proteccion selectiva del grupo aldehido en 120 en
presencia del carbonilo cetonico. Kamitori y colaboradores [Kamitori, 1986] describieron la
tioacetalizacion quimioselectiva de aldehidos en presencia de grupos ceto utilizando como
catalizador silica gel previamente tratada con cloruro de tionilo. En estas condiciones, los
grupos hidroxilo de la silica son intercambiados por cloro. Los enlaces silicio-cloro son

suficientemente reactivos para reaccionar con los compuestos carbonilicos generandose un
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centro carbocationico que sufre el ataque del ditiol. El mecanismo propuesto se indica en la

Figura 15.

! H
RYR R Sy s~sH
R it

0 - +J R R R '
Z ci N R
< Cl —_— —_— OH
~Z -HCl 2
Si0, Si0, Si0, 5i0,
(a) (b) (¢) (d)

Figura 15. Mecanismo propuesto para la reaccion entre un grupo carbonilo y etanoditiol
catalizada por Si0,-SOCl,.

La selectividad de la proteccion se atribuyo al menor impedimento estérico que
presenta un carbonilo aldehidico puesto que la reaccion transcurre en los poros de la
superficie de la silica gel.

Si bien los autores describen la proteccion empleando un ligero exceso (1,1-1,2
equivalentes) de etanoditiol durante 5 hs. a temperatura ambiente; en el caso del p-
metoxibenzaldehido fue necesario realizar la reaccion a reflujo empleando benceno como

solvente.

H o HS-—>

HSCH,;CH;SH, (1,1 eq) S
Si03 - SOCl,, Bz, refl.

\j

98%
OMe OMe .



Al efectuar la reaccion sobre el cetoaldehido 120 se obtuvo un compuesto que

presentd las siguientes caracteristicas:

a) el analisis por c.c.d. reveld que se trataba de un compuesto de muy baja polaridad,

b) en su espectro de RMN-!H se observo que el metilo de la cadena lateral se habia
desplazado a campos altos (de 1,00 ppm en el compuesto 120 a 0,76 ppm en el producto
de la reaccidon). También se observo un doblete que integraba para un hidrégeno a 4,82
ppm (que correspondia al H-2') y un singulete, que integraba para cuatro hidrogenos, a
3,16 ppm (asignado a los hidrogenos del grupo protector -SCH,CH,S-). No se
observaron sefiales de hidrogenos vinilicos.

c) en el espectro de RMN-13C se observo una sefial de un carbono cuaternario a 210,4 ppm
(grupo carbonilo en C3) indicando que se habia logrado la proteccion selectiva. Sin
embargo, la sefial correspondiente a C17 (83,4 ppm en el compuesto 120) habia
desaparecido. Se observaron en cambio, dos sefiales de carbonos cuaternarios a 139,6

ppmy 136,6 ppm.

El analisis de los datos espectroscopicos indicaba que, simultaneamente a la proteccién
selectiva del aldehido, se produjo la deshidratacion del hidroxilo terciario en C17 originando
un doble enlace tetrasustituido.

Las posibles estructuras para el producto obtenido en la reaccién eran 121, 122y 123.

Para distinguir entre estas posibilidades se recurrio a la espectrometria de masa.
Teniendo en cuenta las rupturas alilicas preferenciales, puede diferenciarse entre compuestos
esteroidales que presentan insaturaciones entre C13-C14 o entre C8-C14 [Zaretskii, 1976].
Las rupturas utilizadas para la identificacion se indican en la Figura 16. Si bien estas
fragmentaciones no se han demostrado empleando técnicas de espectrometria de masa-

espectrometria de masa, la formacion de los iones caracteristicos utilizados como
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diagnostico se ha informado en compuestos de estructuras similares [Laurent, 1966; Clark-

Lewis, 1967].

121 122

123
- 4 +
r + .
—_—
121 m/z=404 m/z=375
[ 1 +- [ 1+
—_—
122 Ry =H,Ry=Me Ry=H, m/z=336
123 Rj=Me, Ry =H Ry =Me, m/z=350

m/z=404

Figura 16. Fragmentaciones caracteristicas de esteroides A13(14) y A8(14) insaturados.
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Teniendo en cuenta que en el espectro de masa del producto de reaccion se
observaron seiiales con relacion m/z 404 (24,9%) y 375 (72,1%) pero no se detectaron iones
con relacion m/z 336 ni 350, la estructura del producto obtenido se asigné como 121.

La estereoquimica en C17 se establecio sobre la base de la sefial observada en el
espectro de RMN-!H para el metilo unido a dicho carbono en el compuesto 121 y los
analogos 124a obtenido por Aoyama y colaboradores [Aoyama, 1971] y 124b obtenido por

Laurent [Laurent, 1966].

AcO AcO
121 124a 124b

Me-17B: 0,95 ppm Me-17B: 0,93 ppm Me-17B: 0,97 ppm
CH,CHj3: 0,75 ppm (J=7,0 Hz)

La sefial correspondiente al H-2 en el espectro de RMN-!H de 121 se observaba como
un multiplete centrado a 2,80 ppm debido a los acoplamientos con ambos hidrogenos de Cl
y el hidrogeno de C2' (4,82 ppm). Luego de irradiar selectivamente el doblete a 4,82 ppm
(H-2'), la seiial de H-2 se observo como un doble doblete con constantes de acoplamiento de
5,8 Hz y 13,4 Hz. Este ultimo valor indicaba un acoplamiento diaxial con uno de los
hidrégenos de Cl y por lo tanto el sustituyente en C2 debia encontrarse en posicion
ecuatorial. En la Figura 17 se presenta el espectro de RMN-1H de 121 junto con el cambio

observado en la sefial de H-2 como resultado del desacople homonuclear.
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Figura 17. Espectro de RMN-!H del compuesto 121 (100 MHz).

Se realizaron una serie de ensayos para determinar el reactivo responsable de la
deshidratacion y reordenamiento observados. Las pruebas se realizaron utilizando 70 como

compuesto modelo. Los resultados se detallan en la Tabla 7.

benceno
—_——

HO




Tabla 7. Estudio sobre la deshidratacion y reordenamiento de hidroxilos terciarios en C17.

reactivo T tpo. % producto
1 Si0,-SOCl, ambiente 1h 45' 75
3h 20’ 75
Si0,-S0Cl, reflujo 1h 20’ 100
Si0, reflujo 1h 45 0
3h 20 0
4 HCI(C) 0,1 eq. reflyjo 1h 30' 10
3h 50

Los ensayos realizados revelaron que la reaccion no podia atribuirse solo a la posible
acidez del medio (entrada 4), sino que la presencia del catalizador de SiO,-SOCI, era
determinante de la deshidratacion y reordenamiento. Ademas, dado que en presencia del
catalizador, el reordenamiento se producia a temperatura ambiente y teniendo en cuenta que
al utilizar p-metoxibenzaldehido como sustrato fue necesario llevar a cabo la reaccion a
reflujo, se concluyd que en el caso del compuesto 120 no podria evitarse la deshidratacion
del hidroxilo terciario en C17 como reaccién lateral.

Considerando estos resultados, la introduccion de la cadena lateral en C17 deberia
realizarse en una etapa posterior de la secuencia sintética.

La secuencia que condujo a la obtencion del compuesto 121 a partir de la

hidroxicetona 69 se indica en el Esquema 9.
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H,, Pd 10%/C, ACOEt
99% -
HO HO
69 117

EtBr, Li, THF
ultrasonido Jones
—.
65% 99%
118 119
1) LICA, THF, 0°C
2) HMPA HSCH,CH,SH S
3) HCO,E! Si0; - SOCl, s
92% %% o

120 121

Esquema 9. Sintesis de la cetona 121 a partir de 69.

A fin de evaluar la utilidad de esta metodologia para lograr la construccion del
heteroanillo isotiazolinico, se decidié utilizar el compuesto 40, preparado previamente, para

intentar la sintesis del isotiazol correspondiente (125).

40 125



El compuesto 40 se protegid selectivamente por tratamiento con etanoditiol en

presencia de SiO,-SOCl, como catalizador. Se obtuvo el tioacetal 126 con 95% de

rendimiento.
HSCH,CH,SH,
0 Si05 - SOCl3, Bz, refl.
o 95% j
40 126

La reduccion del grupo carbonilo en 126 se llevo a cabo utilizando hidruro de litio y
aluminio como agente reductor. Si bien al efectuar la reduccion de la Sa-colestan-3-ona (63)
en estas condiciones, se obtuvo estereoespecificamente el 3B-hidroxiderivado
correspondiente, en este caso se obtuvieron los dos alcoholes epimeros 127 yI128 en relacion
3:1. La obtencion de una mezcla de epimeros se atribuyé al impedimento estérico ejercido
por el sustituyente ecuatorial en C2 que dificulta el ataque del reactivo por la cara a del
esteroide. Este hecho concuerda con lo informado sobre la reduccion de 2o-metil-3-
cetoesteroides con hidruro de litio y aluminio [Schinzer, 1993].

Al emplear un reductor mas voluminoso como el DIBAL, la proporcion de epimeros

en C3 fuede 1:1.



LiAlHg, THF, tgyp. S
e > HoO
127 3p-OH : 128 30-OH
3:1
DIBAL, THF, tamp.
126 N 127 3p-OH : 128 3a-OH

1:1

La estereoquimica en C3 se establecio sobre la base de los espectros de RMN-!H
teniendo en cuenta el semiancho de banda para la senal del H-3: de 13 Hz para el compuesto
127 y de 6 Hz para el compuesto 128 y por comparacion del valor de desplazamiento
quimico observado para C3 en los espectros de RMN-13C (73,6 ppm para 127 y 68,5 ppm
para 128) con datos espectroscopicos de literatura para 3B y 3a hidroxiesteroides [Blunt,
1977].

La falta de control para la formaciéon de uno u otro epimero en C3 podria originar
inconvenientes en etapas posteriores del camino sintético. La introduccion de la insaturacion
entre C2-C3 se efectuaria por eliminacion del fenilselenoxido 130 obtenido a partir del
aldehido 129. Dada la necesidad de contar con un hidrégeno en relacion cis con el grupo
fenilselenoxido en el compuesto 130, sélo en el caso de uno de ambos epimeros en C3

estaria favorecida la eliminacion hacia dicho carbono.



129
PhSeO,
p
—_— o —_— 0/
RS RS
130

Considerando que en la reduccion del compuesto 126 empleando hidruro de litio y
aluminio se obtenia mayoritariamente el epimero 127, se ensay0 la secuencia sintética sobre
este epimero.

Se intento la formacion del tosilderivado del alcohol 127. Sin embargo, la reaccion
transcurrié muy lentamente y con un rendimiento del 50%. La escasa reactividad se atribuyo
al impedimento estérico en torno al grupo hidroxilo. Se decidi6 entonces emplear cloruro de
mesilo, obteniéndose el mesilato 131 con 93% de rendimiento. Por tratamiento del
compuesto 131 con tioetoxido de sodio en metanol se obtuvo el 3a-tioetilderivado 132 con
82% de rendimiento. La estereoquimica en C3 se asign6é considerando la inversion de
configuracion observada durante la reaccion realizada sobre los sulfonatos 113 y 114 ya que
la sefial correspondiente al H-3 en el espectro de RMN-!H de 132 se superponia con los

hidrégenos del grupo protector.



MsCl (10:1), Py, tamb.

0
HO 93%
127 131
S
EtSH, Na, McOH (S\/J'
82% Ets"
132

La etapa siguiente requeria la desproteccion del carbonilo aldehidico que posibilitaria
posteriormente, la introduccion del doble enlace entre C2-C3.
Para llevar a cabo la remocion del 1,3-ditiolano, se ensayaron distintos reactivos

empleando como modelo el compuesto 126 preparado previamente.

126 40

Las condiciones ensayadas y los resultados obtenidos se indican en la Tabla 8.



Tabla 8. Reactivos ensayados para la remocion del grupo 1,3-ditiolano en el compuesto 126

Reactivos Resultados Ref.
1 | Si05-H,0-5S0,Cly / CH,Cly, tamp, maltiples productos | Kamitori, 1986
2 | (AcO),IPh / CH3CN:H,0 9:1, tymp. no hay reaccion Stork, 1989
3 | CuSO4-Si0, / CHCIs, refl. no hay reaccion Caballero, 1989
4 | TI(NO3)3.3H,0 / MeOH:THF, ty,, no hay reaccion Johnson, 1981
S | HgO-HgCl, / MeOH:H,0 9:1, refl. no hay reaccion Corey, 1967
6 | HgO-BF.Et,0 / THF:H,0 85:15, t ., ‘producto deseado Vedejs, 1971

Utilizando éxido mercurico en presencia de trifluoruro de boro eterato pudo lograrse
la transformacion de 126 en 40 con rendimientos satisfactorios.

El tratamiento del intermediario sintético 132 en las mismas condiciones origino un
producto que presento las siguientes caracteristicas espectroscopicas:

a) En su espectro de RMN-!H se observé un singulete a 9,44 ppm que correspondia al
hidrogeno aldehidico en C2'. Debido a la multiplicidad de la sefal, el C2 del esteroide
debia ser un carbono cuaternario. Las sefiales correspondientes al grupo tioetilo habian
desaparecido.

b) En el espectro de RMN-13C se observo la sefial del carbonilo aldehidico a 194,5 ppm y
dos seales en la zona de carbonos olefinicos a 140,8 ppm (carbono cuaternario) v a
150,0 ppm (metino). El valor de desplazamiento quimico para el grupo carbonilo indicaba
que el mismo se hallaba conjugado con el doble enlace.

La estructura del producto obtenido en la reaccion de desproteccion correspondia al
aldehido a,f insaturado 133 producido por remocion del grupo protector junto con el grupo

tioetilo en C3.



(\/JS HgO - BF3.Et»0

ST THF:H,0 85:15 0%
Ets” -
132 133
La secuencia sintética a partir del compuesto 40 se resume en el Esquema 10.
HSCH,CH,SH,
(@) SiO; - SOCl,, Bz, refl.
o 95% -
40 126
LiAlH4, THF
> 127 (3p-OH) : 128 (3a-OH)
97% 3:1
127 MsCl, Py tamb, > S/J' EtSNa, MeOH, refl. SJ'""'
93% MsO 82% T e
131 132

HgO - BF3.E(,0,
THF:H50 85:15

80%

133

Esquema 10. Sintesis del aldehido o, insaturado 133 a partir del 3-cetoaldehido 40.



La estrategia sintética desarrollada hasta el momento presentd los siguientes

inconvenientes:

a) Al realizar la proteccion selectiva del carbonilo aldehidico en 120 se produjo la
deshidratacion del hidroxilo terciario en C17.

b) Durante la reduccion del grupo 3-ceto en 126 se obtuvo una mezcla de ambos alcoholes
epimeros aun utilizando distintos agentes reductores.

c¢) Al efectuar la desproteccion del carbonilo aldehidico en C2' en el compuesto 132 se

observo, simultaneamente, la remocion del grupo tioetilo en C3.

Considerando estos resultados, se decidid cambiar la estrategia a emplear para la
preparacion del intermediario 109.

En primer lugar, se optd por introducir la funcion oxigenada en C2' en un estado de
oxidacion diferente al grupo funcional en C3. Introduciendo un grupo ester en C2' se evitaria
la necesidad de proteger selectivamente uno de los grupos carbonilo presentes en la
molécula.

El analisis de los antecedentes de reacciones de acoplamiento entre triflatos vinilicos y
compuestos organometalicos para lograr el reemplazo del atomo de oxigeno de un enolato
por un grupo alquilo [McMurry, 1980] o vinilo [Lee, 1990], indicé la posibilidad de utilizar

una metodologia diferente para la introduccion del grupo tioalquilo en C3.

RoCuli /’f\
/" oRMgBr
(0] ot

N — A

A snBu, /Z

Pd(PPh3)4
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Si bien este tipo de reacciones solo se habian estudiado utilizando reactivos
organometalicos, se intentd efectuarla empleando un anion tioalcoxido como especie
nucleofilica.

La nueva ruta sintética se ensay utilizando la Sa-colestan-3-ona (63) como sustrato.

Las etapas involucradas se presentan en el Esquema 11.

OMe
- o}
o) 0]
63
OMe OMe
- ©  —— o
THO EtS
Z
— T
EtS ‘s

Esquema 11. Sintesis de [2,3-d] isotiazoles esteroidales utilizando el desplazamiento de un
triflato vinilico para la introduccion del atomo de azufre en C3.
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Esta estrategia presentaba las siguientes ventajas:

a) El numero de pasos es menor que en el caso anterior ya que se evitan las etapas de
proteccion y desproteccion en C2'y ademas, la transformacion del grupo ceto en C3 en
un buen grupo saliente se realiza en forma directa. La introduccién del doble enlace entre
C2-C3 se efectua simultaneamente con la introduccion del triflato vinilico.

b) la insaturacion se introduce regioespecificamente entre C2-C3 dado que este proceso esta
controlado por la enolizacion del carbonilo cetdnico que se produce exclusivamente hacia
C2.

¢) Se elimina la posibilidad de formacion de epimeros en C3.

La primer etapa en el nuevo camino sintético consistia en la introduccién del grupo
carboxilato de alquilo en C2 del esqueleto esteroidal. Teniendo en cuenta la metodologia
empleada para la introduccion de un carbonilo aldehidico durante la sintesis de isoxazoles
esteroidales, se decidid efectuar una reaccion analoga empleando como electrofilo
cloroformiato de etilo en lugar del éster correspondiente. Por reacciéon del enolato derivado
de 63 con formiato de etilo se obtenia, con 97% de rendimento, el compuesto 40. Sin

embargo, al utilizar cloroformiato de etilo se obtuvo el producto de O-acilacion 134.

1) LICA, THF, 0°C

2) HMPA

3) HCO-E! o
/ 97% o)

1) LICA, THF, 0°C

40
o 2) HMPA
63 N\ 3)CICO:Er _ o
85% EtOJ\O
134
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Considerando los antecedentes informados sobre competencia entre C-acilacion y O-

acilacion [Howard, 1979; Melching, 1986), se decidio utilizar cianoformiato de metilo como
agente acilante [Mander, 1983].

El reactivo se prepard segun la técnica descripta por Childs y Weber [Childs, 1976]

por tratamiento de cloroformiato de metilo con cianuro de potasio en presencia de éter 18-
corona-6 durante 12 hs.

El tratamiento del enolato de la cetona 63 con cianoformiato de metilo (1,2 eq.)a
-78°C durante 10 minutos rindio, con 54% de rendimiento, el producto de C-acilacion 135.
Los intentos para mejorar el rendimiento empleando exceso del agente acilante o

aumentando la temperatura o tiempo de reaccion resultaron infructuosos. En ninglin caso se
detecto la formacion del derivado de O-acilacion.

1) LICA, THF, 0°C

OM
2) HMPA €
3) CNCO,Et o
o 54% o
63 135
OMe
o
Ho
(@)

135

El espectro de RMN-!H del compuesto 135 presentd un singulete a 12,08 ppm que

integraba para un hidrogeno. Esto indicaba que el [-cetoester se encontraba totalmente



enolizado. En el espectro de RMN-13C de 135 se observd una sefial a 96,3 ppm que
correspondia a C2 lo cual ratificaba la afirmacion anterior.

Realizando un espectro COLOC (correlacion C-H a larga distancia) optimizado para
una constante de acoplamiento de 11,4 Hz, pudo establecerse que la sefial a 173,3 ppm
correspondia a C2' (correlaciona con los hidrogenos del metoxilo a tres enlaces) mientras
que la sefal a 170,9 ppm debia corresponder a C3. Considerando los valores de
desplazamiento quimico para los carbonos carbonilicos, el equilibrio de enolizacion se
encontraria desplazado hacia el tautomero que presenta C2' como ester y C3 como enol. En
adelante se utilizara este tautomero al hacer referencia al compuesto 135. En la Figura 18 se
presenta el espectro COLOC para dicho compuesto.

La asignacion completa del espectro de RMN-13C de 135 se realizo sobre la base de
datos de literatura [Blunt, 1977] y empleando un espectro HETCOR (correlacion C-H a un
enlace).

Se tuvieron en cuenta los valores de desplazamiento quimico observados en el
RMN-!H del compuesto 135 para Me-18, Me-19 e H-1f y datos de literatura para los
hidrégenos de CH,-12, CH,-16 CH,-22 y CH,-24 en colestanos con distinos sustituyentes

en anillos A y B del esqueleto esteroidal [Kirk, 1990].

H | Me-18 Me-19 H-Ip CH,-12 CH,-16  CH,-22 CH,-24
8 0,67 074 231  110-1,16  1,18-127 0,98 1,10
(ppm) 1,98-2,02  1,81-1,83 1,32 1,10

Considerando el desplazamiento quimico para los hidrogenos mencionados, pudieron
asignarse las sefiales de : C-12 (39,9 ppm) y C-24 (39,5 ppm), C-6 (28,1 ppm) y C-16 (28,2
ppm); C-1 (36,8 ppm) y C-22 (36,2 ppm). La asignacion de C-18 (12,0 ppm) y C-19 (11,6



ppm) era directa. Por wltimo, el metileno a 33,3 ppm que correlaciond con hidrogenos a 6 =
1,90-2,10 ppm se asigno a C-4.
El espectro HETCOR para el compuesto 135 se presenta en la Figura 19.
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Figura 18. Ampliacion del espectro COLOC del cetoéster 1335.
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Un método muy utilizado para la preparacion de triflatos vinilicos consiste en la
utilizacion de bases como LDA en THF a -78°C para generar regioespecificamente un
enolato metalico que luego es capturado por reaccion con N-feniltriflimida [Lee, 1990,
Briickner, 1991]. Las desventajas de este método son la baja reactividad de la N-
fenitriflimida y la formacion de subproductos de dificil separacion [Comins, 1992].

Se prefirid entonces, utilizar anhidrido triflico para capturar el enolato formado
[Garcia Martinez, 1992]. Se empled LICA para generar el enolato del compuesto 135. Sin
embargo, pese a variar la temperatura de reaccion con el anhidrido triflico desde -50°C a

temperatura ambiente, no se observo la formacion del producto deseado.

1) LICA, THF, 0°C
2) HMPA
3) THO (1,2 eq.)

OMe

IIIIO

> no hay reaccion

135

Dado que una causa para la falta de reactividad observada podria ser que la amina
liberada luego de la formacion del enolato consumiera el anhidrido triflico, se emplearon
hasta 5 equivalentes de reactivo pero, aun asi, no se obtuvo producto alguno. Estos
resultados se atribuyeron a la posible reaccion entre el anhidrido triflico y el THF utilizado
como solvente para dar compuestos como el ditriflato 136 o productos de polimerizacion

[Stang, 1982].

<O> + (F3CS0,),0 —_— F3C-S03,-(CH;)4-0-SO,-CF3

136
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Finalmente, se optd por utilizar hidruro de sodio como base empleando diclorometano
como solvente. En estas condiciones se obtuvo, luego de 12 hs. de reaccion, el triflato

vinilico 137 con 62% de rendimiento. La lentitud de la reaccion se atribuyd a las condiciones
heterogéneas empleadas para la formacion del enolato

1) NaH, CH,Cl,
62%

La introduccion del trifluorometansulfonato se comprobd por la aparicion, en el

I"'O

espectro de RMN-13C, de un cuarteto a 118,3 ppm con constante de acoplamiento de 320

Hz debido al grupo CF3. El espectro de RMN-13C de 137 se presenta en la Figura 20
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Figura 20. Espectro de RMN-13C del viniltriflato 137 (200 MHz)



La asignacion de las senales de C6, C16, C1 y C4 se realizo sobre la base del espectro
HETCOR (correlacion C-H a un enlace) en forma similar a la descripta para el compuesto
135.

Los perfluoroalcansulfonatos vinilicos han sido utilizados principalmente para generar

cationes vinilicos (138) o via eliminacion a, carbenos como 139 [Stang, 1982].

R 0—-S0,-Re R+
> > C=C—R
R R - Rg-S0,-0- R
138
R 0-SO;Re base ]
R H - Rg-S0O,-OH R’C=C '
139

Estudios sobre solvolisis de triflatos vinilicos en solventes de diferente nucleofilicidad
[Imhoff M.A., 1970; Summerville, 1974] revelaron que estas reacciones no ocurren por un
mecanismo SN2 sino via pares ionicos con cationes vinilicos .

Triflatos vinilicos como 140, que no pueden suffir eliminacion a, fueron utilizados en
reacciones de alquilacion de compuestos aromaticos via cationes vinilicos como

intermediarios electrofilicos [Stang, 1978].



Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos y el empleo mencionado
anteriormente, de reactivos organometalicos para lograr la sintesis de olefinas sustituidas a
partir de triflatos vinilicos se supuso que, si bien el etanotiol o el anion tioetdxido no son
nucleéfilos comparables a un compuesto organometalico, en el caso de generar un cation
vinilico a partir de 137, éste podria ser atrapado por una especie como el anion tioetdxido.
La reaccion entre 137y tioetdxido de sodio se efectu¢ utilizando etanotiol como solvente de
reaccion para evitar cualquier otra especie nucleofilica en el medio de reaccion que pudiera
reaccionar con un cation vinilico en C3. El anién tioetoxido se generd por reaccion entre
etanotiol y sodio metalico. En estas condiciones, se obtuvo el compuesto 141 con 95% de

rendimiento. No se detecté la formacion de productos por reaccion sobre el grupo éster

OMe OMe
EtSNa, EtSH o

> |
To 95% EtS
137 141

La etapa siguiente en la ruta sintética consistia en la reduccion del ester metilico 141 al
aldehido 143. En primer lugar se ensayaron las condiciones clasicas para este tipo de
transformacion, utilizando una solucion recientemente preparada de DIBAL en tolueno
[Stevens, 1975; de Lazslo, 1985; Garner, 1987]. La utilizacion de un equivalente de reactivo
a -78°C, en 30 minutos de reaccion dio como resultado una mezcla del producto de partida
y del correspondiente alcohol alilico 142 en relacion 1:1. Los resultados no variaron aun

realizando la reaccion a -100°C.
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OMe
(0] DIBAL, | eq.

EtS -100°C EtS
141

HO

142

Se decidio utilizar otro agente reductor. Luego de evaluar distintos reactivos
usualmente empleados para efectuar esta transformacion [Larock, 1989] se opté por
emplear hidruro de litio y aluminio/dietilamina en pentano como solvente [Cha, 1987]. La
metodologia desarrollada por Cha y colaboradores se basa en que si bien el hidruro de
aluminio y litio posee cuatro equivalentes de hidruro suficientemente fuertes para reducir un
grupo ester al alcohol correspondiente en presencia de exceso de dietilamina, solo un
equivalente de hidruro queda disponible para la reduccion mientras que los otros tres (AlH3)
se mantienen formando un complejo estable alano-amina que precipita de la solucion de
pentano en que se realiza la reaccion.

Al reproducir las condiciones de literatura se observéd que la reaccion no progresaba
debido probablemente, a la baja solubilidad del ester metilico 7141 en pentano. Se utilizd una
solucion diluida del esteroide y se realizo la reaccion a 35°C en tubo cerrado a fin de
mantener disuelto el compuesto de partida. Sin embargo, los resultados no variaron.

Fue necesario entonces, emplear dos equivalentes de DIBAL para obtener el alcohol

alilico 142 que luego seria oxidado al aldehido 143.



OMe
o DIBAL, 2 eq., -20°C‘ HO
EtS 90% EtS
141 142

0
(O] o7

EtS
143

En el espectro de RMN-IH del compuesto 142 (Figura 21) se observé la sefal
correspondiente al metileno de C2' como dos dobletes centrados a 4,24 ppm y 4,31 ppm con
una constante de acoplamiento de 12,3 Hz (sistema AB fuertemente acoplado). Ademas, las
sefiales correspondientes al grupo CH3CH5S, se habian desplazado a campos altos al pasar
del ester 141 (CH3 a 1,26 ppm y CH,S a 2,80 ppm) al alcohol 142 (CH; a 1,20 ppm y

CH,S a 2,66 ppm) debido a la anisotropia del grupo carbonilo en 141.
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Figura 21. Espectro de RMN-1H del alcohol alilico 142 (200 MHz).

La oxidacion al aldehido a,B insaturado 143 se realizo utilizando PCC en presencia de
carbonato de bario para modificar el caracter levemente acido del reactivo [Corey, 1975].
En estas condiciones se obtuvo el aldehido 143 con 40% de rendimiento debido a la
formacién de distintos subproductos. Al efectuar la reaccion a temperaturas entre -78°C y

0°C no se lograron mejoras importantes (solo disminuia la velocidad de reaccion).

HO/I@\/YPCC. BaCOs;, CH,Cl, . O//HS:E\/W/
EtS 40% EtS
142 143




Con el objeto de mejorar el rendimiento obtenido, se intentaron distintas
modificaciones descriptas en literatura. En primer lugar se ensayo el agregado de tamices
moleculares de 3A al medio de reaccion [Herscovici, 1980] sin obtenerse mejoras
apreciables.

Parish y colaboradores informaron la oxidacion selectiva de alcoholes alilicos
esteroidales secundarios con rendimientos que variaban entre 82% y 92% empleando PCC
en diclorometano conteniendo 2% de piridina u otras aminas aromaticas. Las reacciones se
efectuaban a 2-3°C durante 30 minutos [Parish, 1980 y 1984].

Al ensayar estas condiciones sobre el alcohol alilico primario 142, el rendimiento no
mejord aun utilizando PCC recientemente preparado segun la técnica descripta porAgarwal
y colaboradores [Agarwal, 1990].

Se pensé que los bajos rendimientos obtenidos podrian deberse a la formacion de
productos de sobreoxidacion en el grupo tioalquilo. Se intentd entonces, la utilizacion de
PDC como agente oxidante ya que habia resultado mas efectivo que el PCC en la oxidacién
de alcoholes con grupos funcionales azufrados en su estructura [Corey, 1979]. Sin embargo,
los resultados obtenidos con el compuesto 142 fueron similares con ambos oxidantes.

Considerando estos resultados, se decidio emplear una oxidacion en fase homogenea,
utilizando como oxidante DMSO y un activante adecuado. Analizando los resultados
descriptos con el empleo de distintos activantes [Omura, 1978], se optd por dos de ellos:
anhidrido trifluoroacético [Omura, 1976] y cloruro de oxalilo [Mancuso, 1978].

Las condiciones de reaccion se optimizaron utilizando el alcohol alilico primario 144

como compuesto modelo. La reaccion se monitored por espectroscopia de RMN-1H.

1) DMSO, (COCl),

oH 2)TEA o
\(\/\(\/\K\/ - W

144 145




Se optimizaron las siguientes variables:

a) La relacion oxidante:alcohol alilico. Esta dependia de la temperatura a la cual se
efectuaba la reaccion (-78°C o -10°C). A -10°C la especie DMSO-activante se destruye
parcialmente y por lo tanto se recomienda emplear exceso de reactivo (2 equivalentes) si
se trabaja a esta temperatura [Mancuso, 1978]. Los mejores resultados sobre el
compuesto modelo /44 se obtuvieron realizando la reaccion a -78°C empleando 2
equivalentes de cloruro de oxalilo y 4 equivalentes de DMSO (relacion 145:144 20:1).

b) El solvente de reaccion. Se utilizo diclorometano puro o diclorometano:DMSO 1:1. Los
mejores resultados se obtuvieron empleando el primer solvente.

c) La temperatura de agregado de la trietilamina. Se ensay6 a -78°C y -10°C sin observar

variaciones importantes.

Al aplicar estas condiciones para la oxidacion del alcohol alilico esteroidal 142 no se

obtuvo el aldehido deseado sino un producto derivado de la deshidratacion del mismo.

1) DMSO (4 eq.), -78°C
(COCl)» (2 eq.)
HO 2) TEA, -78°
EtS
142

CH>Cla EtS
146

La estructura del compuesto 146 se establecio sobre la base de sus datos
espectroscopicos.

En su espectro de masa, la sefial a mayor valor de m/z se encontraba a 442 unidades,
indicando la pérdida de agua. En el espectro de RMN-!H se observaron tres singuletes

anchos en la zona de hidrogenos vinilicos, que integraban para un hidrogeno cada uno. Si



bien se observo un triplete a 1,24 ppm que correspondia al grupo tioetilo (CH;CH,S), los
hidrogenos metilénicos de dicho grupo se observaron como un multiplete complejo a 2,67
ppm. Esta sefial se mantenia aun luego de purificar el compuesto por cromatografia en capa
preparativa. Se realizo un espectro HETCOR (correlacion a un enlace H-C ) con desacople
en la dimension F; (1H) (Figura 22) [Bax, 1983]. Esta técnica tiene la ventaja que permite
eliminar en la dimension F; todos aquellos acoplamientos H-H que no sean geminales y por
lo tanto las senales se observan como singuletes o, en el caso de existir acoplamientos
geminales, como dobletes. Este hecho hace que la técnica sea mucho mas sensible
permitiendo obtener espectros con menor cantidad de muestra 0 en menor tiempo. Al
registrar dicho espectro se observd que los hidrogenos a 2,67 ppm correlacionaban
unicamente con el carbono a 26,7 ppm y por lo tanto correspondian efectivamente al grupo
CH3CH,S y no a una impureza. La multiplicidad, a primera vista inesperada, para esta sefal
se debia a la no equivalencia de dichos hidrogenos por efecto del entorno quiral del
esqueleto esteroidal. Se decidio realizar una simulacion para el sistema ABX3 del grupo
tioetilo conociendo el desplazamiento quimico para la sefial del metilo (1,24 ppm) y el valor
de la constante de acoplamiento entre los hidrogenos metilénicos y los hidréogenos del grupo
metilo (7,4 Hz). Utilizando, para los hidrégenos del grupo CH,S, valores de desplazamiento
quimico de 2,66 ppm y 2,69 ppm y una constante de acoplamiento geminal de 13 Hz, se
obtuvo un patron de sefiales que concordaba muy bien con la sefial observada en el espectro.
Para la simulacion del espectro se utilizo el programa "PMR Spectrum Simulator” (puede
utilizarse para un maximo de 8 spins) desarrollado por M. Saunders de Yale University
(E.EE.U.U) y KE. Gilbert y J.J. Gajewski de Indiana University (E.E.U.U.). El espectro de
RMN-1H del compuesto 146 se presenta en la Figura 23, La sefial obtenida por simulacion
se presenta en la Figura 24. El listado de frecuencias observadas para cada linea, junto con
las obtenidas por simulacion del espectro se indican en la Tabla 9 (las diferencias entre

ambos valores son menores de 1 Hz).
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Figura 23. Espectro de RMN-1H del dieno 146 (200 MHz).
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Figura 24. Senal obtenida por simulacon para el grupo CH3CH,S en el dieno 146.
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Tabla 9. Comparacion entre los valores de frecuencias observados en el espectro RMN-

IH del dieno 146 y los obtenidos por simulacién.

Frecuencias observadas Frecuencias obtenidas
por simulacion
510,0 510,3
5173 517,6
522,5 523,3
5245 524.8
529,8 530,6
531,9 532,0
537,1 538,1
539,3 539,4
5444 5457
546,8 546,8
551,8 552,4
559,3 559,8

El espectro HETCOR con desacople en la dimension F| de 146 permiti6 la asignacion
de las senales de los hidrogenos vinilicos en el espectro de RMN-1H y la asignacion de los
carbonos de CH;CH,S, C6 y C1 en el espectro de RMN-13C

Teniendo en cuenta que por irradiacion con ultrasonido de una solucién del alcohol
alilico 142 en presencia de acido oxalico se obtuvo el compuesto 146 con 74% de
rendimiento, se pensd que el cloruro de oxalilo utilizado para la reaccion de oxidacion
podria haberse hidrolizado parcialmente. Sin embargo, al utilizar cloruro de oxalilo

recientemente destilado, se obtuvieron los compuestos 143 y 146 en relacion 1:1.
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ac. oxalico, CH,Cl,
ultrasonido

/ 74%
EtS

146
HO
EtS
142 1) DMSO, (COCl),, -78°C
\ 2) TEA, -78° o
- + 146

143

Por ultimo, se ensayo la utilizacion de dioxido de manganeso como agente oxidante.
El reactivo se prepard por reaccion entre permanganato de potasio y sulfato de manganeso
(II) segun la técnica descripta por Mancera y colaboradores [Mancera, 1953]. Al realizar la
reaccion en las condiciones usuales utilizando hexano [Hoeger, 1987] o cloroformo
[Walborsky, 1987} como solventes, se recuper6 el alcohol alilico de partida. Los resultados
variaron drasticamente al someter la mezcla de reaccion a la accion de ultrasonido [Kimura,

1988]. En estas condiciones se obtuvo el compuesto 143 con 80% de rendimiento.

MnO», hexano,
HO ultrasonido 0%
EtS 80% EtS
142 143

En el espectro de RMN-IH del compuesto 143 se observaron las seiiales

correspondientes al grupo CH3CH,S como un triplete a 1,27 ppm y un cuarteto a 2,84 ppm.



Se observo un desplazamiento de estas senales a campos bajos debido al efecto anisotropico
del grupo carbonilo. Los hidrogenos metilénicos a 2,84 ppm resultaron equivalentes entre si.
La preparacion de la oxima derivada de 143 se llevo a cabo utilizando clorhidrato de
hidroxilamina en etanol:piridina 1:1 como solvente [McKinnon, 1988]. La reaccién se
completo luego de 20 minutos a temperatura ambiente.
Por tratamiento de la oxima 747 con anhidrido acético en piridina a reflujo se obtuvo

el Sa-colestan [2,3-d] isotiazol (148) con 70% de rendimiento.

NH,OH.HCI
o7 Py : EtOH l:l= HO
99%
EtS EtS
143 147
Ac;0, Py, refl.
70% - N,
S
148

En el espectro de RMN-!H del compuesto 148 (Figura 25) se observo la desaparicion
de las sefales del grupo tioetilo y la aparicion de un singulete a 8,16 ppm que correspondia
al hidrégeno 2' del heteroanillo aromatico (en el caso del isoxazol 52, analogo de 148 esta
sefial aparecia a 8,08 ppm) y la sefal correspondiente a Me-19 a 0,74 ppm (igual valor de

desplazamiento quimico que en el analogo oxigenado 52).
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Amd,

Figura 25. Espectro de RMN-!H (200 MHz) del 5a.-colestan [2,3-d] isotiazol (148).

La finalizacién exitosa de este camino sintético permitio la preparacion del primer
compuesto esteroidal con un anillo isotiazolinico fusionado a anilio A.

La ruta sintética para 148 a partir de 63 se indica en el Esquema 12.
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1) LICA, THF, 0°C
2) HMPA

3) CNCO-E!
o)

Y

54%
63

IO

OMe iL/\
~0
135
1) NaH, CHaCl»

OMe oM
2) T(:0. tamb. o):og?‘ EtSNa, EtSH ow
——
62% 95% EtS
137
tS
142
tS S
147

Y

TIO
DIBAL, -20°C HO/ECE?‘
0% g

NH>OH HCl
Py : EtOH 1:1

HOA¢:O5>‘ Ac20, Py, refl.
99% E

'

70% N,

e
141
MnO», ultrasonido 0//1:@‘
80% EtS
143
148

Esquema 12. Sintesis del Sa-colestan [2,3-d] isotiazol (148).



Capitulo 3

17B-hidroxi [2,3-d] isotiazoles
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Introduccion:

En el presente capitulo se detallan los aspectos salientes al encarar la sintesis de los

17B-hidroxi [2,3-d] isotiazoles esteroidales 149 y 150 y se discuten las variantes realizadas

sobre la metodologia descripta en el capitulo anterior.

OH

/
N\
S
149 a R=H 150

b R=Me
¢ R=C=CH
d R =CH=CH,
e R=CH,CH;

En los casos de interés, se analizaran las caracteristicas espectroscopicas (RMN) de

los compuestos sintetizados.

Descripcion del Trabajo Realizado:

La sintesis de isotiazoles con un sustituyente en posicion 17c (I149b-e) podia
efectuarse de acuerdo a dos alternativas. Teniendo en cuenta la inestabilidad de los anillos
isoxazolinicos con la posicion 3' libre frente a ciertos reactivos organometalicos [Kumar,
1989 y 1992] y, dado que no existen datos sobre la estabilidad de anillos isotiazolinicos
frente a este tipo de reactivos, podria ser conveniente introducir la cadena lateral en C17

previo a la construccion del heteroanillo (ruta A, Esquema 13). El inconveniente de esta
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estrategia era la necesidad de realizar una sintesis independiente para el caso de cada
sustituyente en C17. Con esta estrategia se introducia un grupo hidroxilo terciario en las

primeras etapas del camino sintético que podria dar lugar a reacciones laterales.

La segunda alternativa consistia en utilizar la hidroxicetona 157 como material de
partida, proteger la funcion oxigenada en Cl17 y posteriormente construir el anillo
isotiazolinico fusionado al esqueleto esteroidal. De este modo se lograria sintetizar el
compuesto 149a. Por oxidacion del grupo hidroxilo en C17 se obtendria un sustrato
adecuado para intentar la introduccion de la cadena lateral por reaccion con un reactivo
organometalico adecuado (ruta B, Esquema 13). La ventaja de esta estrategia era que
permitia sintetizar uno de los isotiazoles deseados (/49a) sin presentar, en un primer

analisis, inconvenientes importantes.
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Ruta A:
0 lﬁ;
A 5 :
HO HO
Ruta B:
OH oP oP
e < i ) >
N
(o} O S
151
OH
—
N SR S —
S
149a 149b-e

P = grupo protector

Esquema 13. Diferentes estrategias para la sintesis de [2,3-d] isotiazoles 17a. sustituidos.

Se decidio emplear la segunda estrategia sintética descripta (ruta B, Esquema 13)
utilizando como sustratos la So-androstan-17B-o0l-3-ona (151) y la 4-androsten-178-ol-3-

ona o testosterona (132).



OH

151 1492a-¢

OH OH

v
Z\

152 150

En primer lugar, era necesario encontrar un grupo protector adecuado para la funcion
17B-hidroxi resistente a los distintos pasos de sintesis necesarios para la construccion del
heterociclo.

Se decidi6 ensayar un trifluoroacetato como grupo protector. A semejanza de un
acetato, la introduccion y posterior remocion de este grupo eran muy simples y procedian
con elevados rendimientos. Ademas, debido a la ausencia de hidrogenos en posicion alfa al
carbonilo del éster, no habria inconvenientes para la utilizacion de bases fuertes en etapas
posteriores de la sintesis, para generar el enolato derivado de la cetona en C3.

La proteccion del grupo hidroxilo en 151 se llevé a cabo con excelente rendimiento

utilizando anhidndo trifluoroacético en diclorometano:piridina 3:1 [Christiansen, 1990].
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OH 0~ CF,
(CF3C0),0 (1,4 eq.)
CH,Cl; - Py, 0°C, 1h

»

97%

151 153

Sin embargo, al intentar la introduccion del grupo carboxilato de metilo unido a C2,
los resultados fueron adversos. Durante la formacion del enolato derivado de 1353,
empleando LICA a 0°C como base, se producia un precipitado en el medio de reaccion.
Esto podia deberse a la desproteccion del grupo hidroxilo y formacion de un dianion
insoluble. Al cortar la reaccion, luego del agregado de cianoformiato de metilo, se observo
la formacion de multiples productos. Se intentd la formacion del enolato a -78°C pero los
resultados fueron similares.

Se intent6 la formacion de un MEM éter en C17. Se utilizaron condiciones basicas
(hidruro de sodio para generar el alcoxido correspondiente que es atrapado por reaccion con
MEMCI) o neutras (tratamiento con Et;N*MEMCI- en acetonitrilo) [Corey, 1976] sin
embargo no se obtuvieron resultados satisfactorios para la reaccion de proteccion.

Finalmente se logré la proteccion eficiente del grupo hidroxilo transformandolo en el
t-butildimetilsililéter correspondiente [Hosoda, 1973]. Este grupo protector seria estable
frente a los distintos reactivos necesarios para la construccion del heterociclo [Greene,
1991] y posteriormente podria ser removido en condiciones suaves ya sea acidas
(HAcO:H,O:THF) [Hosoda, 1973], basicas (fluoruro de tetrabutilamonio en THF) [Corey,
1974] o neutras (alumina neutra, alimina neutra con irradiacion de microondas) [Feixas,
1992; Varma, 1993]. La reaccion se realizo sobre los compuestos 151 y 152 con excelentes

rendimientos.
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OH
TBDMSCI, Imidazol,
DMF -
100%
O
151
OH
TBDMSCI, Imidazol,
DMF R
o 98%
152

TBDMSO

154

TBDMSO

155

La primera etapa para la construccion del heteroanillo involucraba la introduccion del

grupo carboxilato de metilo unido a C2 por reaccion del enolato correspondiente con

cianoformiato de metilo para lograr la C-acilacion del mismo.

Al efectuar la reaccion sobre la cetona saturada 154 se obtuvo el ceto éster 156 con

58% de rendimiento. Como producto secundario de la reaccion, pudo aislarse el

regioisomero 157 con 16% de rendimiento. Para minimizar la formacion de 157, se repitid

la reaccion generando el enolato derivado de la cetona 154 a -78°C. Sin embargo, no se

obtuvieron mejoras importantes. Este hecho contrastaba con la buena regioselectividad

observada en la reaccion del enolato de la Sa-colestanona (63) con formiato de etilo como

electrofilo (ver Capitulo 1).
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1) LICA, THF, 0°C

2) HMPA
3) HCO,E - o
o 97% o
63 64
TBDMSO TBOMSO TBOMSO
1) LICA, THF, 0°C
2) HMPA OMe
3) CNCO,Et o
(o] o] (@) Y
154 ;
1l OAOMe
0,
TBOMSO 157 (16%)
OMe
Q
Fi\
(o]
156 (58%)

Las mismas condiciones de reaccion se aplicaron sobre la enona 135. Al analizar por
c.c.d. el crudo de reaccion se observo un unico compuesto con igual valor de R¢ que el
material de partida. Sin embargo, al analizar los espectros de RMN-1H y 13C se comprobo

que se trataba del cetoéster 158.

TBDMSO TBDMSO
1) LICA, THF, 0°C
2) HMPA OMe
3) CNCO,Et O).
o) 88% o =
158 158

Los compuestos 156, 157 y 158 son estructuras de tipo 1,3-dicarbonilico y por lo

tanto pueden existir como formas ceto o como enoles.
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Analizando los datos espectroscopicos del compuesto 156 se comprobo que, al igual
que en el colestano 135 sintetizado previamente, el grupo ceto en C3 se encontraba
enolizado hacia C2. En su espectro de RMN-TH se observé el hidrogeno endlico a 12,07
ppm y en el espectro de RMN-13C se observaron sefales a 173,3 ppm; 170,9 ppm y 96,3
ppm que, sobre la base de la asignacion de los espectros del compuesto 135, correspondian
a C2', C3 y C2 respectivamente. De aqui en adelante, al hacer referencia al compuesto 156
se indicara la estructura del enol correspondiente.

En el caso del compuesto 157, no se observo ningtin hidrégeno por encima de 4 ppm
en el espectro de RMN-TH. En cambio, se observé un doblete a 3,26 ppm con una constante
de acoplamiento de 12,9 Hz. Esta sefial correspondia al H-4 que presentaba un acoplamiento
diaxial con el H-5a y por lo tanto el B-cetoéster se encontraba en su forma dicarbonilica y el
sustituyente en C4 debia ser ecuatorial. Los datos del espectro de RMN-13C confirmaban
esta afirmacion pues se observaron un carbonilo de cetona a 205,4 ppm (C3), un carbonilo
de éster a 170,1 ppm y un metino a 59,6 ppm que correspondia a C4 sobre la base de la
correlacion observada en el espectro HETCOR (C-H), con desacople en la dimension F,
(1H), con el hidrogeno a 3,26 ppm (H-4).

Para la asignacion del espectro de RMN-13C de 157 se utilizo el espectro HETCOR
mencionado anteriormente. De acuerdo al mismo, pudieron identificarse facilmente las
siguientes sefiales: C2 a 37,3 ppm (correlaciona con los hidrogenos de 2-CH, a 2,42 ppm),
MeO a 51,5 ppm (correlaciona con los hidrogenos de OCHj3 a 3,74 ppm) y C4 a 59,6 ppm
(correlaciona con H-4 a 3,26 ppm). Restaba asignar las sefales a 30,7 ppm y 30,8 ppm (C16
yC7)ya36,8 ppmy 37,7 ppm (Cl12yCl).

Sobre la base de los datos espectroscopicos del Danazol (7) (Tabla 5, Capitulo 1) y
teniendo en cuenta el valor de desplazamiento quimico observado para los hidrogenos de
CH,-7 en el espectro HETCOR del compuesto 135 (Figura 19, Capitulo 2), se asigno la

senal a 30,8 ppm a C7. Las sefiales de C12 y C1 se asignaron tentativamente a 36,8 ppm y



37,7 ppm respectivamente. Esta asignacion se confirmd, posteriormente, teniendo en cuenta
el valor de desplazamiento quimico de los hidrogenos de CH,-12 obtenidos a partir del
espectro HETCOR del compuesto 164 sintetizado posteriormente. Los valores de & (ppm)

de los carbonos e hidrogenos que posibilitaron esta asignacion se indican en la Tabla 10.

OMe

Q

H‘O

135 7
TBDMSO TBDMSO
OMe
o
o) EtS
OAOMe
157 164

Tabla 10. Valores de desplazamiento quimico para C e H que posibilitaron la asignacion de

los espectros del cetoéster 157.

Comp. 135 7 157 164
Posic. C H C H C H C H

1 37,7 1,40
1,97
7 31,5 090 | 30,7 1,05 308 | 0,90
1,68 1,78 1,70

12 36,8 1,00 37,1 1,00

1,70 1,77

16 30,7 1,45 30,8 1,45

1,90 1,90
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Los espectros de RMN-'H y HETCOR con desacople en la dimension F; del

compuesto 157 se presentan en las Figuras 26 y 27 respectivamente.

|
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. : - - : T T
1.00 st PEY) 5.5 ) w5 woe 'a'.'se 2.0 2.5 2.00 136 oe .88 )
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Figura 26. Espectro de RMN-!H del cetoéster 157 (200 MHz).
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Sobre la base de un analisis similar de los datos espectroscopicos del compuesto 158
se concluyd que el mismo no se encontraba enolizado, y que el sustituyente en C2 ocupaba
la posicion ecuatorial. En el espectro de RMN-13C se observaron un carbonilo de cetona a,
B insaturada (193,3 ppm), un carbonilo de éster (171,1 ppm) y un metino a 50,1 ppm que
correspondia a C2. En el espectro de RMN-!H no se observaron sefiales por encima de 6
ppm. El H-2 aparecia como un doble doblete a 3,47 ppm parciaimente superpuesto con la
sefial del H-17a (3,56 ppm). El doble doblete presentaba constantes de acoplamiento de 5,2
Hz y 14,1 Hz. Esta ultima correspondia a un acoplamiento diaxial con el H-1a e indicaba la
orientacion ecuatorial del grupo carboxilato de metilo unido a C2. Estos valores de
desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento estaban de acuerdo con datos de
literatura para un compuesto similar [Mander, 1983]. El espectro de RMN-IH de 158 se

presenta en la Figura 28.

N

| | T ANV

R wee 3.3¢ L 1.9t 1.0 1.3¢ e .83 0
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Figura 28. Espectro de RMN-!H del cetoéster 158 (200 MHz).
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Para la formacion del triflato vinilico en C3 se utilizaron las condiciones descriptas en
el capitulo anterior (NaH para generar el enolato correspondiente que se atrapa por reaccion
con anhidrido triflico a temperatura ambiente durante 12 hs.). La reaccion se ensayo en estas
condiciones, sobre el compuesto 156. Al analizar el crudo de reaccion por c.c.d. se observo
la formacion de multiples productos. Al realizar un espectro de RMN-IH de la mezcla de
reaccion se observo la desaparicion de las sefiales caracteristicas del grupo ferr-
butildimetilsilifoxi en C17.

Pudo comprobarse que luego de tratar el cetoéster 156 con hidruro de sodio durante 2
hs, podia recuperarse el material de partida inalterado. Por lo tanto la etapa clave era la
reaccion con anhidrido trifluorometansulfonico. Se varid la temperatura de reaccion desde
-78°C (no se observo formacion de productos) hasta -40°C. En este caso, luego de 3 hs. de
reaccion, se obtuvo el producto deseado. Sin embargo, la reaccion no era completa y por
RMN-1H se observo que el grupo protector era removido parcialmente.

Al intentar la reaccion sobre el B-cetoéster insaturado 158, aun luego de varias horas

de reaccion, no se observo la formacion del producto deseado.

TBDMSO TBDMSO
1) NaH, CH,Cl3, tamb.
2) Tf,0, -40°C
50%
HO TO
156 159

OMe OMe

TBOMSO

1) NaH, CH,Cly, tamb.
2) Tf,0, -40°C

Y

no hay reaccion

158
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Se decidi6 estudiar la reactividad del compuesto 158 utilizando anhidrido acético
como electrofilo ya que en este caso, el grupo protector en C17 no era removido ain a
temperatura ambiente. Luego de 24 hs. de reaccion con exceso de anhidrido acético se

obtuvo una mezcla del enolacetato 160 y material de partida sin reaccionar en relacién 1:1.

TBDMSO TBDMSO

1) NaH, CH>Cl3, tamb. OMe
2) Ac0 (5:1), tamb., 24 hs.

AcO
158 160

Del analisis de estos resultados se concluyo que:

a) la formacion del enolato a partir del compuesto 158 era mucho mas lenta que en el caso
del andlogo Sa-saturado 156.

b) sobre la base de los espectros de RMN-!H y 13C se establecié que el producto obtenido
correspondia a una estructura de tipo A2-4 dieno como 160 y no a un compuesto A3:-
diénico derivado de la abstraccion del H-6. Es decir, no se observaron problemas de

regioquimica al generar el enolato.

La diferente reactividad de los compuestos 156 y 158 se atribuyo a las diferencias
observadas en el equilibrio de enolizaciéon de dichos compuestos. Como se discutio
anteriormente en el compuesto 156 el carbonilo cetonico en C3 se encuentra como enol y
por lo tanto empleando una base como hidruro de sodio (condiciones de reaccion
heterogénea) puede formarse el enolato correspondiente que luego reacciona con anhidrido
triflico. El compuesto 1358 se encuentra en su forma dicarbonilica y por lo tanto la

abstraccion del H-2 en condiciones heterogéneas se ve dificultada.
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Se decidi6 entonces, utilizar una base fuerte y condiciones de reaccion homogeneas
para generar los enolatos correspondientes.

Teniendo en cuenta los resultados descriptos en el capitulo anterior al intentar la
utilizacién de LICA en THF para la formacion del triflato vinilico 137 a partir del compuesto
135 (posibilidad de reaccion del anhidrido triflico y el THF utilizado como solvente) se
decidié emplear tolueno como solvente de reaccion.

Finalmente, al aplicar estas condiciones sobre ambos sustratos, se obtuvieron los

triflatos vinilicos 159y 161.

TBDMSO 1) LICA, tolueno, 0°C TBDMSO
OMe 2) HMPA OMe
2) Tf,0, -78°C
o) > e}
63%
HO TO
156 159
TBDMSO 1) LICA, tolueno, 0°C TBOMSO
2) HMPA OMe
2) Tf,0, -78°C
> o)
65%
TfO
158 161

Luego de purificar los compuestos por cromatografia flash en columna seca
empleando silica como adsorbente, se observo, en los espectros de RMN-IH de ambos
compuestos, un doblete intenso a 1,35 ppm y dos multipletes a 3,40 ppm y 3,90 ppm. En los
espectros de RMN-13C se observo un pequefio cuarteto a 119,5 ppm con constante de
acoplamiento de 324 Hz. Esto indicaba la presencia de una impureza con un grupo

trifluormetilo en su estructura. Dicha impureza pudo separarse por cromatografia en fase
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reversa pudiendo entonces establecer que se trataba de la triflamida 763 formada por
reaccion entre la isopropilciclohexilamina (162) (liberada luego de la formacion del enolato

correspondiente) y el anhidrido triflico empleado posteriormente.

1

NLi + RH —> RLi + NH ——> N—S—CF,
O
162 163

La asignacion de los espectros de RMN-13C de 159 y 161 se realizo sobre la base de
los datos espectroscopicos correspondientes a los precursores sintéticos 156 y 158 y al
triflato vinilico 137 sintetizado previamente.

En el caso del compuesto 161 se realizo un espectro de correlacion heteronuclear (C-
H) a larga distancia (COLOC) que se optimizo para una constante de acoplamiento de 12,5
Hz. Sobre la base de este espectro (Figura 29) pudieron asignarse las seiales de C2' (165,0
ppm; por correlacion con los hidrégenos del grupo metoxilo a 3,81 ppm), C5 (160,9 ppm;

por correlacion con los hidrogenos de Me-19 a 0,99 ppm) y C3 (147,7 ppm).



135

"ZH 671 9p ojudnejdooe ap 9jueISuod

eun ered opeziundo 9y oregupuia [pp DOTOD 04103dsa jap uoneldwy gz eanSiy

Hdd
st ezt sz\ ot sci1 01 st 0s1 ss1 091 $91
g P P P B 1 1 5 1 1 1 1 1 1 N
Hdd
00°s 7
00"y N
)
00°e 7
! 0 :
S 0
-~
8
S f §
Q
2
W 00"z
3
ol
=
S
S
Y
00°1 1
= q
~




17B-hidroxi [2.3-d] isotiazoles 136

La etapa siguiente, para la construccion del anillo isotiazolinico, requeria la
introduccion del grupo tioalquilo en C3. Se realizo una pequefia modificacion a la técnica
desarrollada anteriormente. En lugar de agregar una solucion del esteroide en tioetanol
sobre una suspension de tioetoxido de sodio en tioetanol, se agregé sodio metalico sobre la
solucion del viniltriflato. En estas condiciones la reaccion se completo luego de una hora a
temperatura ambiente (en lugar de 12-15 hs.) con rendimientos aislados similares al obtenido

anteriormente.

TBDMSO TBDMSO
OMe OMe
EtSH, Na o
(@) —_—
93%
Tio EtS
159 164
TBDMSO TBDMSO
OMe OMe
o EtSH, Na
—_— > o)
91%
O EtS
161 165

La asignacion del espectro de RMN-13C del compuesto 164 se realizd sobre la base de
los datos espectroscopicos de su predecesor sintético 159 y del tioenoleter 141 sintetizado
previamente (capitulo 2). Se realizé también un espectro HETCOR (C-H) con desacople en
la dimension F) (1H) para confirmar algunas asignaciones. Sobre la base de dicho espectro,
pudieron identificarse facilmente las sefiales de: C18 (11,3 ppm; correlaciona con los
hidréggnos de Me-18 a 0,70 ppm), C19 (11,6 ppm, correlaciona con los hidrogenos de Me-
19 a 0,73 ppm), CH3CH,S (14,1 ppm; correlaciona con los hidrogenos a 1,26 ppm),
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CH;CH,S (24,4 ppm; correlaciona con los hidrogenos a 2,80 ppm), C4 (34,7 ppm,
correlaciona con el H-4a a 2,40 ppm), C1 (41,5 ppm; correlaciona con el H-1(3 a 2,48 ppm)
y MeO (51,1 ppm; correlaciona con los hidrogenos a 3,73 ppm). También pudieron
asignarse, sobre la base de su desplazamiento quimico, los hidrogenos de CH,-7 (ver Tabla
10), las sefiales de C16 (30,8 ppm; correlaciona con los hidrogenos a 1,45 ppm y 1,90 ppm)
y C7 (31,1 ppm; correlaciona con los hidrogenos a 0,95 ppm y 1,70 ppm). Por ultimo, pudo
establecerse el valor de desplazamiento quimico para los hidrogenos de CH,-12 (1,00 ppm y
1,77 ppm) que se utilizaron para confirmar la correcta asignacion de dicho carbono en los
espectros del compuesto 157 obtenido anteriormente (ver Tabla 10).

El espectro HETCOR con desacople en la dimension F de 164 se presenta en la

Figura 30.
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Los espectros del tioenoleter 165 se asignaron sobre la base de datos correspondientes
al compuesto 164. En forma similar a la utilizada para la asignacion del RMN-13C del
compuesto 161, para distinguir entre las sefiales de C3 (144,9 ppm) y C5 (154,9 ppm) se
realizd un espectro de correlacion heteronuclear (C-H) a larga distancia (COLOC)
optimizado para una constante de acoplamiento de 12,5 Hz. Se observo que la sefial a 154,9
ppm correlacionaba con los hidrogenos de Me-19 y por lo tanto, debia corresponder a C5.

La reduccion de los ésteres metilicos 164 y 165 se llevo a cabo utilizando una solucién
de DIBAL en tolueno. De la misma manera que en el caso del compuesto 141 preparado
anteriormente (capitulo 2), los ésteres debieron reducirse a los alcoholes alilicos

correspondientes que luego se oxidaron para obtener los aldehidos o, insaturados 168 y

169.
TBDMSO TBDMSO
OMe
o DIBAL, tolueno, -20°C HO |
97% -
EtS 0 EtS
164 166
TBDMSO

MnQO», hexano,
ultrasonido o)

92% EtS

168
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OMe
o DIBAL, tolueno, -20°C . HO
0
EtS 94% EtS
165 167
TBDMSO

MnO», hexano,

ultrasonido o“
48% EtS

169

El alcohol diinsaturado 167 resulté sumamente inestable. En los espectros de RMN de
dicho compuesto se observd que, luego de una hora en contacto con cloroformo-d,
aparecian sefiales en la zona vinilica indicando la descomposicion parcial del alcohol alilico.
Los espectros debieron realizarse en atmodsfera de nitrégeno utilizando cloroformo-d
previamente filtrado a través de alumina neutra.

Si se mantenia el alcohol 167 durante una semana a -18°C se observaba, por c.c.d,, la
formacion de un compuesto de menor polaridad en una proporcion aproximada del 50%. El
intento de purificacion de dicha mezcla por cromatografia en silica gel resulté en la
descomposicion total del sustrato.

La gran inestabilidad del compuesto 167 ocasiono pérdidas por descomposicion del
mismo y también did lugar a un rendimiento pobre en la oxidacion subsiguiente del grupo
hidroxilo.

El analisis del espectro de RMN-1H de 7167 indico que la sefial correspondiente a los
hidrogenos del grupo CH3CH,S era un multiplete complejo centrado a 2,65 ppm debido a la

no equivalencia de ambos hidrégenos. Se efectuo la simulacion del espectro para el sistema
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ABXj del grupo tioetilo teniendo en cuenta el desplazamiento quimico observado para el
grupo metilo (1,19 ppm) y el valor de la constante de acoplamiento entre estos hidrogenos y
los hidrogenos metilénicos (7,3 Hz). Se utilizd para los hidrogenos no equivalentes valores
de desplazamiento quimico de 2,62 ppm y 2,68 ppm y una constante de acoplamiento
geminal de 13 Hz obteniéndose un patron de sefales que concordaba muy bien con la sefial
observada en el espectro.

En las Figuras 31 y 32 se presentan los espectros de RMN-!H de los alcoholes alilicos
166 y 167. La senal obtenida por simulacion para el grupo CH;,S, se muestra en la Figura
33. El listado de frecuencias observadas para cada linea junto con las obtenidas por
simulacion del espectro, se indican en la Tabla 11 (las diferencias entre ambos valores son

menores de 0,5 Hz).

Figura 31. Espectro de RMN-1H del alcohol alilico 166 (200 MHz).
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Figura 32. Espectro de RMN-!H del alcohol alilico 167 (200 MHz).
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Figura 33. Sefial obtenida por simulacion para el grupo CH3CH,S en el compuesto 167.
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Tabla 11. Comparacion entre los valores de frecuencias observados en el espectro RMN-
IH del dieno 146 y los obtenidos por simulacion.

Frecuencias Frecuencias obtenidas
observadas (Hz) por simulaciéon (Hz)
510,0 510,2
515,8 515,9
5173 517,5
5213 521,5
523,0 523,2
528.,6 528,6
530,3 530,5
536,0 535,9
537,5 538,0
541,5 541,6
543,3 5432
5489 548,9

Con el fin de mejorar el rendimiento obtenido para la oxidacion del alcohol
diinsaturado 167 con dioxido de manganeso, se intentd la utilizacion de PCC como
oxidante. Se supuso que dado que la oxidacion de sustratos similares se lograba en 30-60
minutos con este reactivomientras que al utilizar dioxido de manganeso se requerian varias
horas de reaccion, la descomposicion del sustrato seria menos importante. Sin embargo, no
se obtuvieron buenos resultados. Analizando el crudo de reaccion por c.c.d., se observo la
formacion de maltiples productos. Heste hecho se atribuyo a la posible descomposicion del

sustrato en contacto con diclorometano empleado como solvente. Ademas existian
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antecedentes de remocion de grupos fert-butilidimetilsililo durante ciertas oxidaciones
empleando PCC como reactivo [Willis, 1981].

La interpretacion de los espectros de los aldehidos 168 y 169, resulto directa. En el
espectro de RMN-!H del compuesto 769 los hidrogenos del grupo CH3CH,S se observaron
como no equivalentes. Nuevamente, por simulacion del sistema ABX3 se obtuvo un patron
de sefiales que concordaba perfectamente con la sefial observada en el espectro. En cuanto al
espectro de RMN-13C de 769, para poder distinguir entre las sefiales de C3 (148,4 ppm) y
C5 (158,9 ppm) se recurrid nuevamente a un espectro COLOC utilizando la correlacion
entre C5 y los hidrogenos de Me-19 (correlacion C-H a tres enlaces).

Las etapas finales para la construccion del anillo isotiazolinico se llevaron a cabo por
tratamiento de los aldehidos 167 y 169 con clorhidrato de hidroxilamina en piridina:etanol
para obtener las oximas 170 y 171 con muy buen rendimiento. Dichas oximas se
transformaron en los isotiazoles esteroidales 172 y 173 por tratamiento con anhidrido

acético en piridina a reflyjo.

TBDOMSO TBDMSO
NH,OH.HCI
7 Py:EOH o7
EtS 99% EtS
168 170
TBDMSO

Acy0, Py, refl. /
» N

.

74% S

172
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TBDMSO TBDMSO
NH,OH.HCI
EtS 94% EtS
169 171
TBDOMSO
Acy0, Py, refl. /
» N
70% s
173

El espectro de RMN-TH de la oxima 17/ indicé que los hidrogenos del grupo
CH;CH,S resultaron no equivalentes. De la misma manera que en el caso de los compuestos
167 y 169, este resultado se comprobo por simulacion del espectro para el sistema
fuertemente acoplado. Para la asignacion de las sefiales de C3 y CS en el espectro de RMN-
13C del compuesto 171, se utilizd nuevamente un espectro COLOC y la correlacion
observada entre la sefial de C5 y los hidrogenos de Me-19 (tres enlaces).

En las reacciones de ciclacion se aislaron, junto con los isotiazoles esperados, los
nitrilos o,B insaturados /74 y 175 con rendimientos del 15-20%. Las estructuras de estos
compuestos se establecieron sobre la base de sus espectros de RMN-IH (presencia del
grupo protector y del grupo tioetilo), RMN-13C (presencia de los dobles enlaces y del grupo
ciano) y EM (se observo el ion M*-tBu que representaba la fragmentacion mas importante
en esta serie de compuestos, en este caso particular no pudo detectarse el i6n molecular).

La presencia del grupo tioetilo indicoO que estos compuestos se formaban por
deshidratacion de la oxima de partida y no por descomposicion del anillo isotiazolinico en el

medio basico de reaccion (exceso de piridina).
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TBDMSO TBDMSO

NC NC

EtS EtS

174 178

Finalmente, se llevo a cabo la etapa de remocion del grupo protector obteniéndose dos
de los compuestos "blanco” del presente trabajo de Tesis.

La desproteccion se realizo empleando fluoruro de tetra n-butilamonio (TBAF) en
tetrahidrofurano. Si bien el i6n fluoruro en solventes aproticos puede actuar como una base
fuerte [Mascaretti, 1993] y, como se discutio al principio de este capitulo, no se tenian datos
sobre la estabilidad de los anillos isotiazolinicos con la posicion 3' libre en medio basico en
nuestro caso, las reacciones de desproteccion transcurrieron con muy buenos rendimientos.

La desproteccion efectuada utilizando una solucion comercial de TBAF IM en
tetrahidrofurano resulté muy lenta, completandos luego de 48 hs. de reaccion. Teniendo en
cuenta los efectos del contenido de agua en soluciones comerciales de este reactivo en la
desililacion de oligoribonucledtidos [Hogrefe, 1993] se decidio tratar la solucién de TBAF
con tamices moleculares de 3A durante una semana. El uso del reactivo luego de este
tratamiento aumentd considerablemente la velocidad de reaccion, lograndose la remocion

del grupo protector en solo cuatro horas a temperatura ambiente.
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TBOMSO OoH

TBAF 1M, THF

N > N
‘s 100% s
172 149a
TBDMSO OH
TBAF 1M, THF
N > N,
‘S 83% S
173 150

La preparacion de los isotiazoles /149a y 150 en este trabajo representa la
primer sintesis de este tipo de compuestos. Se comprobé ademas que la
estrategia sintética desarrollada puede adaptarse, con pequeiias modificaciones,
a la construccion de anillos isotiazolinicos en compuestos funcionalizados en
otras posiciones del esqueleto esteroidal.

La secuencia sintética requirid nueve pasos con un rendimiento global del 22% para el
compuesto Sa-saturado (I149a) y del 12<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>