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Sintesis de analogos de salpichrélidos con anillo D aromatico y determinacion de

su actividad antiestrogénica y antifingica

Los withandlidos son un grupo de esteroides naturales de 28 carbonos aislados de plantas
pertenecientes al género Solanacea. En particular un pequefio grupo de withandlidos con un anillo
D aromatico de seis miembros se aislé de la planta Salpichroa origanifolia. Estos compuestos
presentan actividad antialimentaria y antiproliferativa.

Para determinar la relevancia del anillo D aromatico en las propiedades biologicas de los
salpichrdlidos, en este trabajo de Tesis se sintetizaron ocho esteroides con anillo D aromatico,
analogos de los salpichrdlidos con cadena lateral simplificada. Se describe una nueva metodologia
para la preparacion de esteroides con anillo D aromatico, la cual involucra la abstraccion de HBr a
partir de un homoesteroide dibromado por tratamiento con DABCO. Todos los nuevos compuestos
fueron caracterizados usando técnicas de RMN 2D y espectrometria de masas. Se determinaron las
actividades antiestrogénica y antifungica de los analogos sintéticos y de tres salpichrélidos

naturales.

Palabras claves esteroides, withandlidos, salpichrélidos, D-aromatico, antifungica,

antiestrogénica.



Synthesis, antiestrogenic and antifugal activities of salpichrolides analogue#h

an aromatic D ring

Withanolides are a group of naturally occurring C-28 steroids isolated from several genera
of Solanacea. In particular a small group of withanolides with a six membered aromatic D ring, the
salpichrolides, were isolated from the plant Salpichroa organfiolia. These compounds exhibit
antifeedant and antiproliferative activities.

To determine the relevance of the aromatic D ring in the biological properties of
salpichrolides, in this work eight steroids with an aromatic D ring (analogues of salpichrolides with
a simplified side chain) were synthesized. A new methodology for the preparation of steroids with
an aromatic D ring is described, which involved the abstraction of HBr in a vicinal dibromo
homosteroid by treatment with DABCO. All new compounds were completely characterized by 2D
NMR techniques and mass spectrometry. The antiestrogenic and antifugal activities of the synthetic

analogues and of three natural salpichrolides were determined.

Key words: steroids, withanolides, salpichrolides, aromatic D-ring, antifungal, antiestrogenic.
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1.1 Generalidades

Los salpichrolidos son un grupo de lactonas esteroidales de 28 carbonos, aislados de plantas
de Salpichroa origanifolia (Lam) Thell (uvita de campo). Forman parte de un grupo de compuestos
naturales conocidos como withandlidos, aislados principalmente de plantas pertenecientes a la
familia de las Solanaceas, los cuales se caracterizan por poseer una cadena lateraladennosv
de carbono y estar funcionalizados en los carbonos 1, 22 y 26 (Veleiro, Oberti et al., 2005 y Misico
et al., 2012). En la Figura 1.1 se representa el esqueleto basico de un withandlido. Los primeros
compuestos de este tipo se aislaron de la planta medicinal india Withania somnifera de la cual
deriva su nombre (Kurup et al., 1956 y Yarden et al., 1962). Posteriormente se encontraron varios
compuestos biogenéticamente relacionados a los withandlidos, en los cuales el esqueleto
carbociclico, la cadena lateral o ambos se hallan modificados. La actividad biolégica de los
withanolidos es muy diversa, por ejemplo presentan actividad antitumoral, antimicrobiana,

antiinflamatoria, antifangica, fitotéxica, inmunomoduladora e insecticida.

Figura 1.1. Esqueleto basico de un withandlido.

El primer salpichrolido aislado, en 1992, se llamo salpichrélid@)ARigura 1.2) (Veleiro
et al., 1992). Este compuesto presenta dos caracteristicas poco usuales dentro del grupo de los
withanolidos: un anillo D aromatico y un epoéxido 5,6 con configuraédosteriormente, se aislo
una familia de compuestos relacionados, siendo una caracteristica comun a la mayoria de ellos la
presencia de un anillo D aromatico (Figura 1.2) (Veleiro et al., 1994; Tettamanzi et al., 1996;
Tettamanzi et al., 1998 y Tettamaeral., 2001).
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Figura 1.2. Estructura de los salpichrélidos aislados de Salpichroa origanifolia.
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1.2 Withanoélidos con anillo D aromatico

El primero de estos withandlidos se aislé en 1951 de la especie Nicandra physaloides
(Gizycki et al., 1951) como un glicésido que no fue caracterizado y al cual se denorairdying
En 1964, al realizar una reinvestigacion de esta planta, se aislé6 un compuesto al que se llamo
nicandrenona 1) (Figura 1.3) y si bien su estructura no fue completamente elucidada en su
momento, se determind la presencia de un anillo aromatico en la molécula (Nalbandov et al., 1964).
Finalmente la estructura de la nicandrendr fue determinada en 1972 en forma simultanea por
Bates (Bates et al.,, 1972) y Begley (Begley et al., 1972), siendo este ultimo quien la renombro
como Nic-1. Posteriormente, se aislaron de la misma especie otros dos compuestos relacionados
con anillo D aromético, la nicandrenolactoi®)((Glotter et al., 1976), y la nicaphysalina F)(
(Shingu et al., 1994) (Figura 1.3). Durante 20 afios se penso que este tipo de esteroides Bon anillo
aromatico estaban restringidos a N. physaloides hasta que se aislo el salpichrdljddeAS(

origanifolia.

Figura 1.3. Estructura de los withandlidos aislados de Nicandra physaloides.

1.3 Biosintesis de withanolidos con anillo D aromatico

OH O 15

Figura 1.4. Estructura de los withandlidos aislados de Nicandra physaloides.
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El origen del anillo aromatico de Nic-15) y compuestos relacionados fue estudiado por
Whiting y colaboradores (Gill et al., 1990) quienes consideraron la posibilidad de formacién de este
anillo a partir de un precursor con esqueleto withandlido normal, por ejemplo, N&-Gigura
1.4) aislado de la misma planta. Se plantearon dos caminos biosintéticos posibles para la

aromatizacion:

a) Oxidacion del metilo en C-13 (GH8) y posterior eliminacion (Esquema 1.1), como en
el caso de la pérdida del gHi4 en la biosintesis del lanosterol (Goodwin et al., 19713ldgkeno
formado puede reaccionar con S-adenosilmetionina (SAM) con insercién de un &tomo de carbono
en un modo similar a la biosintesis de acidos grasos, seguido de expansion del anillo y

aromatizacion.

H__O

{Rﬁ {RH bes

Esquema 1.1Biosintesis del anillo D aromético.

b) Un camino alternativo involucra la oxidacion del metilo en C-13;{03), seguida de

desplazamiento 1,2 del C-17 para formar un anillo de seis miembros (Esquema 1.2).

Esquema 1.2Biosintesis del anillo D aromatico del cicloarterol.
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Este proceso podria involucrar la existencia de un intermediario con un ciclopropilo
fusionado de modo similar a la transformacion del lanosterol en cicloartenol. El mecanismo podria
ser cationico o radicalario y la oxidacion adicional para la aromatizacion puede tener lugar antes o
después de la expansion (Gill et al., 1990).

Para distinguir entre las dos hipotesis previamente mencionadasnd\hicolaboradores
(Gill et al., 1990) estudiaron la incorporacion d&CHs]-SAM y de [3"*C]-mevalonolactona
(MVL) (19) en Nic-1 (5) (Figura 1.5) y posterior degradacion del withanélido marcado. Utilizando
permanganato de potasio como oxidante, aislaron el acido trimelfic@-(gura 1.5). Si bien tanto
[**CH3]-SAM como [3"*“C]-mevalonolactona (MVL) se incorporan en Nic5) en el primer
caso no se observé actividad en el &cido trimeli2€) groveniente del anillo aromético, mientras
gue en el segundo caso el 26% de la actividad se encontré en dicho acido. Dado que el esteroide
precursor del tipo Nic-31@) biosintetizado a partir de [3*C]-mevalonolactona (MVL) X9)
tendria cuatro carbonos marcados (C-19, C-18, C-21 y C-27), los resultados obtenidos son

consistentes con la retenciéon del C18 en la formacién del anillo aromaético.

T 19 20
Figura 1.5.Estructuras d8’-'“C]-mevalonolactona (MVL) y del &cido trimelitico.

Para localizar el sitio marcado en el anillo se biosintetizé Nit5L g partir de [3%Hs)-
mevalonolactona (MVL)X9). Al analizar el espectro de RMf## de dicho compuesto se observo

una sefial &%,99 ppm, correspondiente al metilo 18.

En base a las experiencias anteriores de expansion y aromatizacion radicalarias
biomiméticas, Green y colaboradores (Green et al., 1996) proponen como mecanismo para la
formacion del anillo D aromatico la introduccion de dos dobles enlaces a partir de un precursor de
anillo D de cinco miembros, para la formacién del intermedidjio ' o '** (Esquema 1.3). El
reordenamiento comenzaria entonces por oxidacion del C-18 dando el rAdjcaiefiante el
citocromo P450 en un camino similar al seguido en la hidroxilacion. A partir de dicho radical se

produciria la expansion y posterior aromatizacion.
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e 557 o™

Esquema 1.3Biosintesis propuesta por Green del anillo D aromético via citocromo P450.

Sin embargo, teniendo en cuenta que no se han encontrado withandlidos con insaturaciones

'179y en cambio se han aislado 15-hidroxiwithandlidos de N. physaloides (Shingu, et al., 1994) y

el salpichrélido L {2) de S. origanifolia (Tettamanzi et al., 2001), Tettamanzi y colaboradores
proponen una camino biosintético alternativo para la expansién del anillo D y su aromatizacién que

1 17(20)

involucraria la existencia de un intermediario diend*® (en lugar de propuesto por

Whiting) en el anillo D (Esquema 1.4) (Tettamanzi, Tesis doctoral, 1999).

puSs e

Esquema 1.4Ruta biosintética propuesta por Tettamanzi y colaboradores.

1.4 Propiedades bioldgicas de los salpichrolidos

Propiedades como antialimentarios

Los primeros trabajos en donde se menciona a los withandlidos con anillo D aromatico
como antialimentarios se realizaron utilizando extractos de la planta Nicandra physaloides,
FRQRFLGD HQ 3HU~ FRPR stdid8dnt@® VED PRMRDY las PRpiedades
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antialimentarias de Nic-115), componente mayoritario aislado de esta planta, frente a larvas de
Manduca sexta (gusano del tabaco) (Nalbadov et al., 1964).

En trabajos previos se estudio la actividad como antialimentarios de los salpichrolidps A (
C 3 y G (@ (Figura 1.6) sobre las especies Musca domestica (mosca doméstica) (Mareggiani et
al., 2000) y Tribolium castaneum (gorgojo de la harina de trigo) (Mareggiani et al., 2002),
observandose el maximo efecto en el retardo del desarrollo para el compuestotras quet
presentd mayor toxicidad. En base a estos resultados se estudié la actividad insecticida sobre la
especie Ceratitis capitata (mosca de la fruta) de los salpichrdlidgsde analogos sintéticos de
los mismos obtenidos por modificaciones quimicas en los anillos A y B (Bado et al., 2004). El
salpichrdlido B ) resultd ser el compuesto mas activo con HEgy (inhibicion completa del

desarrollo del 50% de las larvas) de 83 ppm.

0" 4R=H
4R =OH

Figura 1.6: Estructura de los salpichrolidos(d), B (2), C(3) y G (4).

Propiedades como antiestrogenos

Recientemente Padrén y colaboradores (Biolab-Fundacién Instituto Canario de
Investigacion del Cancer, La Laguna, Tenerife, Espafi@)maron la actividad antiestrogénica de
22 withandlidos, entre los cuales se incluyen los salpichrélidds, AL (B) y G @) (Figura 1.6), en
un panel de lineas celulares tumorales derivadas de epitelio mamario humano (Machin ef)al., 2010
Tres de estas lineas, T47D, MCF7 y MCF7/BUS, expresan al receptor de estrogenos.éHg, (ER
mientras que las lineas MDMB-23 y SKBr-3 no poseen un receptor de estrégenos de este
subtipo (ER(-)). S6lo en el caso de los salpichrolidos B f C 3) se observé actividad
antiproliferativa de manera dependiente del tipo celular. El salpichrolid) Adstré actividad
especifica en las lineas celulares .ER, mientras que el salpichrélido G)(solo resultoé activo en
las lineas MCF7 y MCF7/BUS, probablemente debido a la mayor expresion.denk’tas lineas
comparadas con las células T47D.

Por otra parte el salpichrolido k) de estructura similar a la del salpichroélido 1, (pero

con un anillo D no aromético (Figura 1.7), mostr0 una actividad similar en todas las lineas



Capitulo 1

ensayadas, lo cual sugiere que la actividad observada para el comipdepande en parte de la
presencia del anillo D aromatico. El hecho que los salpichrélido8 hayan provocado respuesta
antiproliferativa solamente en células ER), podria deberse a la inhibicion de mecanismos de

transduccion de sefales dependientes deliBwlucrados en la induccion de proliferacion celular.

o™ 1

Figura 1.7. Estructura de los salpichrolidos & ¢ D (11).

1.5 Objetivos

Como se menciond anteriormente, la presencia de un anillo D aromatico es una
caracteristica inusual dentro del grupo de los withandlidos. Las distintas actividades biolégicas de
los salpichrélidos parecen depender principalmente de la presencia de este anillo.

El objetivo de esta Tesis es el estudio de la relevancia del anillo D aromético en la actividad
antifangica y antiestrogénica de los salpichrolidos. Con este fin se desarrollé6 una metodologia para
la obtencién de esteroides con anillo D aromatico y utilizando la misma se sintetizaron los
compuesto1-28 (Figura 1.8). Estos compuestos son analogos sencillos de los salpichrélidos,
presentan una cadena lateral simplificada y algunos de ellos poseen las funcionalidades encontradas
en el anillo B 25) o anillo A 27y 28) de los salpichrolidos naturales.

El analisis de las actividades antiestrogénica y antifungica de los compds28s
comparadas con las actividades de los salpichrélidos naturales, permite realizar un estudio

preliminar de la relacion estructura-actividad.

0
21 R =AcO 25 50,50 27 R = aOH,BH
22 R =OH 26 5p3,6p 28R=0

Figura 1.8. Analogos de salpichroélidos sintetizados.

10
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En este capitulo se describe la metodologia desarrollada para la obtenciéH ge'5
esteroides con anillo D aromatic®1¢24), a partir del esteroide comercial acetato de pregnenolona
(Figura 2.1). Utilizando esta metodologia se prepararon los comp@&syo26. En particular, el
compuesto25 presenta en el anillo B la funcionalidadD6 Depoxi caracteristica de los

salpichrolidos.

21 R=0OAc 23R = AcO 25 50,50,
22 R = OH 24 R = OH 26 53,68

Figura 2.1.Estructuras de los analogd$-26

2.1 Esteroides con anillo D aromatico

Antecedentes

Existen dos tipos diferentes de esteroides con anillo D aroméatico. El primer tipo presenta un
anillo C de 5 miembros y un anillo aromético de 6 miembros, siendo dos ejemplos de este grupo la

nakiterpiosinona y la veratramina (Figura 2.2).

Figura 2.2. Estructuras de la nakiterpiosinona y la veratramina.

La nakiterpiosinona se aislé por primera vez en el afio 2004 de la esponja marina Terpios

hoshinotta, posee propiedades citotoxicas y es el primer esteroide con anillo D aromatico aislado de

13
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fuentes marinas (Teruya et al., 2004). La veratramina se aislé del eléboro blanco Veratrum
grandiflorum en 1940 (Saito, 1940), posee actividad como antiacelerador del caiando,
antagonista de la actividad cardiovascular de la epinefrina, y como excitador del sistema nervioso
central (Krayer, 1949; Krayer et al., 1955; Fukuma, 1956).

En el Esquema 2.1 se muestra un camino biosintético propuesto para este tipo de esteroides
el cual incluye la expansién del anillo D con contraccién simultdnea del anillo C (Hirscht@nn
1952 y Dewick, 2005).

adiciéon
de grupo
—_—

expansion
del anillo

saliente
en C-12

Esquema 2.1 Camino biosintético propuesto.

En el segundo tipo de esteroides con anillo D aromatico se retiene el anillo C de 6 miembros
mientras se expande y aromatiza el anillo D. A este grupo pertenecen los withandlidos con anillo D
aromatico aislados de las plantas Nicandra physalgid8alpichroa origanifolia (ver Cap 1,

seccion 1.2), por ejemplo la nicandrea¢hb) y el salpichrélido A1) (Figura 2.3).

Figura 2.3. Estructuras de la nicandrendid®) y el salpichrélido A(1).
La primera sintesis total de un withandlido con anillo D aromético, la nicandrenona, fue

llevada a cabo por el grupo deorey (Stoltz et al., 2000) utilizando la estrategia sintética
representada en el Esquema 2.2.
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o (e
‘O J MeAICl, DCM
—_—
+ Z -78°C, 2,5h, 85%
Me,PhSi

OTES

(0]
o ‘O 16 pasos
SO N
Me,PhSi H OTES

TBSO

BusSn
OH

Pd(PPhgz)4, CuCl, LiCl
DMSO, 60°C, 48h, 74%

11 pasos
—_—
B ——————TT

Esquema 2.2Sintesis total de Corey de la nicandrendrts.

En este caso el anillo aromatico forma parte de uno de los blogques de construccién. La
sintesis se basa en una reaccion de Diels-Alder exoselectiva altamente inusual, seguidsae 16
de reaccion para completar las funcionalizacion de los anillo A y B. La cadena lateral se formé
mediante una reaccion de Stille y luego de 11 pasos mas se logré la sintesis completa de la

nicandrenona.

Pattenden y colaboradores propusieron para la sintesis de esteroides con un anillo aromatico,
una metodologia que involucra como paso clave una cascada de radicales libres. Esta estrategia fue
usada con éxito para la preparacion del esteroide con anillo A aromatico (+)-oestrona (Pattenden et
al., 2004) (Esquema 2.3).
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. _OMe x_OMe
cascada
BU3S”H radlcalarla
AIBN

Esquema 2.3Cascada de radicales libres, el paso clave en la sintesis de la (x)-oestrona.

Sin embargo al tratar de aplicar esta misma estrategia en la sintesis total de nicandrenona
(15), Stoker y Pattenden no obtuvieron el compuesto deseado (Esquema 2.4) (Stoker, Tesis
doctoral, 2008).

H l R = R = R
- _—
| \\[H =
o] o (6]

nicandrenona

4

Esquema 2.4Resultado de la cascada de radicales libres al intentar la sintesis de nicandrenona.

Whiting y colaboradores lograron sintetizar el esteroide con anillo D aron2dtiacpartir
de un derivado de androstenolona (Esquema 2.5) (Blumbach et al., F386n primer pasoes
obtiene la oxima en condiciones tradicionales, seguido de la ruptura del enlace C13-C17 segun las
condiciones descriptas por Fenselau y colaboradores (Fenselau et al., 1970), utilizando DMSO,
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y é&cido trifluoroacético en benceno. De esta manera se obtiene la
lactama correspondiente como producto mayoritario (41%) y el nitrilo buscado como producto
PLQRULWDULR $ SDUWLU GHO QLWe&hbraRon \ahlloJ® @eHUD H (
miembros. Primero, se hidrolizan simultdneamente en medio basico el nitrilo y el grupo gcetato,
OXHJR VH UHDOL]D XQD FRQGHQVDFLYQ FRQ DEhoBaRcowdJ L 1O X
producto mayoritario. A continuacion, se protege el hidroxilo de C-3 con cloruro de t-
butildimetilsililo, y el silil éter generado se hace reaccionar con LDA para foeinanolato
correspondiente, el cual se atrapa con cloruro de fenilselenio. El enol selenenilato formado se trata
con 2{itio-2 metil-1,3-ditiano para introducir la cadena lateral en C-17, y finalmente por oxidacion
con HO,, seguida de hidrdlisis acida con HCI y HgCIl, se obtiene el comp@dsttmn un

rendimiento desde la oxima de 34%.
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N-OH H
/ ) J:iN/\/l/o
- +
e % he E_J;W:gACN
41% 30%
c,dl 60%
0 o)
-— <Z
66% 87%
TBDMSO HO

h,i
70%

Esquema 2.5.Reactivos: a) NkOH; b) DMSO, DCC, CECOOH; c) NaOH; d)CRCOOH; e)
TBDMSCI; f) LDA, PhSeCl; g) ditio-2 metil-1,3-ditiano; h) KO,; i) HCI, HgCI.
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2.2 Sintesis de los compuestos 21y 22

En esta Tesis, la obtencién del compu@&aon anillo D aromético se intentdé mediante dos
estrategias diferentes (A y B) a partir del esteroide comercial acetato de pregnenolona (Esquema
2.6). Ambas metodologias tienen en comun la expansion del anillo D a partir de la ciclopropilcetona
29, obteniéndose los 18-nor-D-esteroi@@sy 31, a partir de los cuales se propuso llevar a cabo la

aromatizacioén del anillo D.

AcO

acetato de pregnenolona
Esquema 2.6 Retrosintesis del compue?.
Sintesis de los 18-nor-D-homoesteroides. Antecedentes
Si bien existen varias metodologias para la preparacion de D-homoesteroides basadas en la
incorporacion del C-20 dentro del anillo D (Fukushima et al., 1955; Kirk et al., 1975; Schor et al.,

1990; Choay et al., 1980), es menos comun la preparacién de los mismos por incorporacion del C-

18. Whiting y colaboradores (Blumbach et al., 1986) utilizaron esta ultima estrategia para la

18
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REWHQFLyQR® H7(x3018f:abeo-androstano como parte de una metodologia para
aromatizacion del anillo D (Seccion 2.1). Burton y colaboradores desarrollaron dos metodologias
para la preparacion de 18-nor-D-homoesteroides a partir de ciclopropanos. La primera de ellas es
una reaccion radicalaria reductiva que utiliza®wH y AIBN como iniciador (Ferrara et al., 1993).

En esta metodologia se evita la introduccion de un doble enlace en el anillo (Esquema 2.7).

Bu3;SnH
AIBN

HO

Esquema 2.7 Reaccion radicalaria reductiva para preparacion de 18-nor-D-homoesteroides.

A pesar de sus buenos rendimientos esta metodologia tiene varias desventajas. La primera es
el largo tiempo de reaccion (3 dias), sumado a la alta temperatura requerida (110 °C). Ademas, es
necesaria una tediosa purificacion para la eliminacion de los subproductos que contienen Sn. Por
ultimo, esta reaccion falla cuando el impedimento estérico es grande debido al tamafio del grupo
BusSn.

La otra alternativa para la expansion de anillos a partir de ciclopropilcetonas desarrollada
por este grupo consiste en el reordenamiento reductivo radicalario mediado por hidruros de
alquilmercurio (1) (Di Chenna et al., 2002). Los hidruros de alquilmercurio fueron desarrollados
por Giese (Giese, 1985) como reactivos formadores de enlaces carbono-carbono por adicién de
radicales a olefinas en forma similar a los hidruros de estafio. En esta metodologia primero se
prepara la hidrazona de la ciclopropilcetona y luego se produce la mercuracion de lgpaomisma
reaccion con una mezcla de HgO y Hg(A£@) dioxano, obteniéndose una sal de alquilmercurio
(Esquema 2.8). A continuacion, ésta se reduce con un donor de hidrégeno comooN&aBEhH
para dar el hidruro de mercurio que espontaneamente produce un radical alquilo que reordena

abriendo el anillo de ciclopropano.
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NNH [ ]
2 HgO AcO HgOAc  NaBH, AcO_ HgH
R R
Hg(ACO)2
R'Hge R°HgH [ OAc |
/\)\ . /\)\ - |>)‘\R

Esquema 2.8 Mecanismo de la reaccion de la apertura reductiva radicalaria de ciclopropilcetonas

mediada por hidruros de alquilmercurio (l1).

El radical acetoxicarbinilo puede adoptar una conformacion mavil o rigida dependiendo de
la estructura de la ciclopropilcetona, lo que deterrdimh producto obtenido. En el caso de un
radical mévil (Esquema 2.9, 1), donde el radicaéesal sistema anular, la libre rotacién alrededor
del enlace C-1%-20 permite el solapamiento de su orbital SOMO (singly occupied molecular
orbital) con el del enlace C-¥3-17 en el rotAmero de menor energia, el cual reacciona
regioselectivamente produciendo la expansién buscada en el anillo D. Por el contrario, cuando
radical esta tensionado (Esquema 2LP,no puede haber solapamiento de su orbital con el del
enlace C-1XC-18, ya que no puede adoptar la conformacion bote necesaria. Debido a esto la

expansion del anillo C no tiene lugar en este caso.

OAc

73 %

R»] =Ac, R2=O
I R»] =H, R2 = NNH2

Cg% pec g :633
43 %
AC R2—

—> R1 H, R2 = NNH2

Esquema 2.9.Ejemplos de reacciones mediadas con hidruros de alquilmercurio y sus diferentes
productos segun la movilidad del radical ciclopropilcarbinilo: 1) radical m@yikadical inmdvil.
Reactivos: a) NbkNH,, BaO; b) HgO, Hg(AcQ) c) NaBH..
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Varias son las ventajas de esta metodologia, respecto de la expansion radicalaria con
BusSnH. En primer lugar, la reaccion es simple y ocurre rdpidamente a temperatura ambiente.
Ademas, la separacion de los productos es sencilla (los subproductos inorganicos de mercurio se
eliminan por filtracion y extraccion con agua) y los intermediarios organomercuricos son generados
in situ y no son aislados. Por ultimo, este reactivo puede ser utilizado en cetonas impedidas
estéricamente.

Otra metodologia basada en la incorporacion del C-18 al anillo D es la desarrollada por
Choay (Choay et al., 1980) en la cual se produce la expansion del anillo mediante reordenamiento
catalizado por &cido de una ciclopropilcetona utilizanda.lBfO como catalizador (Esquema
2.10).

O]
A i

BF3Et20
—_—
Benceno

o O

Esquema 2.10.Reordenamiento de ciclopropilcetonas catalizado perEBPE desarrollado por

Choay y colaboradores.

Sintesis de la ciclopropilcetona 29

Como se mencion6 anteriormente la sintesis del comp@@sse intentd a partir de la

expansion de la ciclopropilceto28 (Esquema 2.6).

AcO
acetato de pregnenolona

AcO AcO

Esquema 2.11Reactivos: a) bl Pd/C 10%, 50 psi, 22 h; b) NagHMeOH, CHCI;; c) |, DIB,
CCly, CH,Cly, h X d) PCC, BaC@ CH,Cl,, MS (3 A); €) NaOH 10% (aq), MeOH.

21



Capitulo 2

El compuest®9 se prepard a partir de acetato de pregnenolona (Esquema 2.11), utilizando
una metodologia diferente a la empleada por Choay y colaboradores (Choay et al., 1980) Mediant
la hidrogenacion del doble enlatgy posterior reduccion del carbonilo en posicién 20 con NaBH
se obtuvo el compues®B como una mezcla de epimeros2P 20E(1:9). La iodohidrina34 se
prepar6 mediante una reaccion de funcionalizacion remota fotoinducida, utilizando el reactivo de
Suarez (DIB/A, luz) (de Armas et al., 1989 csteriormentela halohidrina34 se oxidé con PCC
obteniéndose la cetoi®®, la cual se tratd con NaOH para generar la ciclopropilcé&t@na

A partir del compuest@9 se prepararon los 18-nor-D-homoesteroigieéy 31
Aromatizacion del anillo D: Metodologia A

En esta primera estrategia la aromatizacion del anillo D se planificé a partir del 18-nor-D-
homoesteroide80 (Esquema 2.6), mediante reacciones de bromacion alilica y eliminacion. El

compuesto30 se sintetizd utilizando la apertura reductiva radicalaria mediada por hidruros de

alquilmercurio (1) mencionada anteriormente (Esquema 2.12).

OAc

HO AcO

T

:

30

Esquema 2.12Reactivos: a) NbkNH,, BaO, EtOH, 10@, 22 h; b) (i) HgO, Hg(AcQ) THF, 5 h
(i) NaBHyg4, 0°C, 30 min{iii) Ac,0O, piridina, DMAP, 1 h.

La bromacion alilica del enolaceta6 se intentd mediante el uso de NBS en GGieflujg
utilizando peroxido de lauroilo o peréxido de benzoilo como iniciador. En ningln caso se obtuvo el
producto deseado. Al usar peroxido de lauroilo se obtuvo una mezcla de productos, aislandose los
compuesto86y 37 como productos mayoritarios, pero con bajo rendimiento (Figura 2.4), mientras

gue con peréxido de benzoilo se obtuvo una mezcla compleja de productos.

AcO

Figura 2.4.Estructura de los compuestos
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Aromatizacion del anillo D: Metodologia B.
En este caso se planifico la sintesis del anillo D aromatico a partir del 18-nor-D-

homoesteroid81 obtenido a partir de la expansion del anillo ciclopropano de la ciclopropilcetona

29 (Esquema 2.6). El compuesiith se preparé como se indica en el Esquema 2.13.

AcO

AcO

Esquema 2.13Reactivos: a) A, piridina, DMAP, T amb., 1 h; b) Tabla 2.1.

La expansién se llevé a cabo por medio de un reordenamiento catalizado por acido
utilizando BR.Et,O como catalizador (Esquema 2.14).

AcO

Esquema 2.14Mecanismo propuesto para la expansion del anillo D mediada p&ttiEF
En la Tabla 2.1 se resumen las condiciones ensayadas para la expansion del anillo

ciclopropano d&8. Se comenzo6 con benceno como solvente para repetir las condiciones utilizadas

por Choay y colaboradores en reacciones de expansion de ciclopropanos (Choay et al., 1980).
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Tabla 2.1.Expansion del anillo ciclopropano 88.

Entrada Reactivos Tiempo Producto (Rto%)
1 BF;.Et,O, benceno, reflujo 18 h Mezcla
2 BFs:.Et,O, benceno, reflujo 15h 31(80)
3 BF:.EtO, CLC, 50°C 15h 31(90)
4 BFs:.Et,O, 1,2-dicloroetano, 50°C 15h 31(87)
5 BF;.Et,O, CLCH,, 50°C, MW 300 W, 250 psi 15 min No reacciona

Si bien se obtuvieron buenos rendimientos al usar benceno y tetracloruro de carbono como
solventes de reaccion (entradas 2 y 3), debido a la toxicidad de los mismos se probd la reaccion con
1,2-dicloroetano, obteniéndose el compuekstacon un 87% de rendimiento (entrada 4). No se

observo reaccion al utilizar irradiacion por microondas (entrada 5).

Una vez obtenido el 18-nor-D-homoesteroRiela aromatizacion del anillo D se intentd
utilizando dos metodologias: Metodologia |I. Oxidacion con DDQ y Metodologia Il. Halogenacion

y posterior reaccion de eliminacion.
Metodologia I. Oxidaciéon con DDQ

La 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) es una gquinona ampliamente utilizada
para la deshidrogenacién de cetonas. Su potencial de reduccion es el mas elevado de esta familia de
reactivos, siendo de 0,51 v en acetonitrilo, mientras que el potencial del muy difundido cloranilo es
de sdélo 0,01 v en el mismo solvente (Clark, 1960). Sin embargo, existen muy pocos antecedentes de
su utilizacion para aromatizacion de anillos esteroidales. Dannemberg y colaboradores
(Dannemberg et al., 1964) lograron la aromatizacién de los arfllos% \ & D SDUWLU GH
esteroide (Esquema 2.15), mientras que Bagli y colaboradores (Bagli et al., 1964) lograron

aromatizar el anillo A de un 19-aceto#fl-3-cetoesteroide (Esquema 2.16).

DDQ

I
anisol

reflujo
20 h

Esquema 2.15Aromatizacion con DDQ de uf>-esteroide por Dannemberg y colaboradores.
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(0] O

AcO, DDQ "
B
dioxano
reflujo
(@) 17 h HO

Esquema 2.16Aromatizacion con DDQ del anillo A de un 19-acetd#i3-cetoesteroide por Bagli

y colaboradores.

En la Tabla 2.2 se resumen las condiciontdiz adas en esta Tesis para la oxidacion del
compuest@®1 con DDQ. Se probaron diversos solventes comunmente usados con este reactivo. En
el caso de tolueno (entrada 1) no se observo reaccion, por lo que se prob6 en solventes polares cor
agregado de acidos organicos (entradas 2 y 3), condiciones que aumentan el efecto oxidante de la
DDQ (Walker et al., 1966). En ambos casos se obtuvieron mezclas complejas de compuestos, y

aunque se detectaron compuestos aroméaticos, ninguno de estos pudo ser aislado.

Tabla 2.2.0xidacion del compues®il con DDQ.

Entrada Reactivos Tiempo Producto
1 DDQ, tolueno, reflujo 19h No reacciona
2 DDQ, p-nitrofenol, THF, reflujo 40 h Mezcla
3 DDQ, AcOH, dioxano, reflujo 17 h Mezcla

Metodologia Il. Halogenacién y posterior reaccion de eliminacion

En una primera etapa se intenté la halogenacion alilica del com@iestopleando las

condiciones que se indican en la Tabla 2.3, pero en ningun caso se obtuvo el producto buscado.

25



Capitulo 2

Tabla 2.3.Halogenacion dal.

Entrada Reactivos Tiempo Producto
1 NBS, peroxido de benzoilo, CCreflujo 15 min Mezcla
2 NBS, peroxido de benzoilo, CCIT amb. 2h No reacciona

NBS, peréxido de benzoilo, C{lrradiacion
3 18 h Mezcla

lampara 300 W, T amb.
NBS, peroxido de benzoilo, CCMW 300 W, _

4 _ 15 min Mezcla
250 psi, 80°C

5 NCS, peréxido de benzoilo, CCreflujo 4h No reacciona

En base a estos resultados se decidio tratar al com@iestm Br en 1,2-dicloroetano a
0°C en oscuridad, obteniéndose el producto dibrom38dmn un 96% de rendimiento (Esquema
2.17). La estereoquimica del C-18 fue asignada en base al espectro dHR&édo que la sefial
correspondiente al H-18e observa como un triplete angosto (J = 2.2 HZa4,55 ppm, lo cual

indica que este hidrégeno se encuentra en posicion ecuatorial.

AcO

Esquema 2.17Reactive: Br,, 1,2-dicloroetano, 0°C, oscuridad, 10 min.

Una vez obtenido el producto dibroma@8 se probaron distintas condiciones para la

reaccion de eliminacion de HBr (Tabla 2.4) (Esquema 2.18).

39

Esquema 2.18Productos de la reaccidn de eliminacion de HBr a par®9de
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Tabla 2.4.Condiciones utilizadas paraétiminacién de HBr a partir del compue8@

Reactivos T(®) t(min)  Rto 21 (%) Relacion
21:31:40
1 DBU (4eq, 0,15M)CH-CN T amb 120 21 04:10:0
2 DBU (4eq, 0,15M)CHsCN 82 60 40 1,0:1,0:0
3 DBU (4eq, 0,15M), tolueno 111 60 28 1,0:1,0:0
4  DBU (4eq, 0,15M), DMF 153 60 36 1,2:1,0:0
5 DBU (2eq, 0,078), CH;CN 82 120 27 05:1,0:0,2
6 DBU (4eq, 0,15M)CH,CN 82 180 44 1,3:1,0:0
7  DBU (4eq, 0,15M)CHsCN, O, 82 60 40 1,0:10:0
8 DBU (4eq, 0,15M)CH;CN, N, 82 60 29 06:1,0:0
9 DBU, microondas (300 W, 46 psi) 286 10 0 Mezcla
10 DBU (0,23M), microondas (300 W 282 10 30 20:10:0
180 psi), DMF
11 t-BuOK (4eq, 0,15M), t-BuOH 82 60 0 Mezcla
12 2,4,6-colidina 180 60 0 Mezcla
13  EN (4eq, 0,15M), CKCN 82 240 0 0:1,0:0
14 DABCO (4eq, 0,15M), CECN 82 60 88 1,0:0:0

Por tratamiento del compuesd® con DBU (4 eq) a temperatura ambiente (entrada 1) se
obtuvo una mezcla d&ly 31 (0,4:1,0). Al aumentar la temperatura a 82°C (entrada 2), el reactivo
39 se consumié en una hora y se observdé un aumento en el rendimiento del co@pudkto
cambiar el solvente de reaccion por tolueno (entrada 3) o DMF (entrada 4), no se logro inejorar e
rendimiento del compues®@l. Cuando la reaccion se llevo a cabo disminuyendo la cantidad de
DBU (entrada 5), se obtuvo una mezcla de los compu2&t@ y 40 (0,5:1,0:0,2). En base a los
resultados mencionados anteriormente se propuso el mecanismo representado en el Esquema 2.1!

para la formacion de los compuesiisy 31.
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AcO

b)

AcO

39 31

Esquema 2.19Mecanismo propuesto para la reaccién de aromatizacion con DBU

Segun este mecanismo se propone que la DBU puede reaccionar con los H-13 y H-16 con
eliminacién de HBr para dar un dieno intermediario (camino a), el cual se oxida rapidamente en el
medio de reaccién dando el compueatoPor otro lado, la DBU puede reaccionar con el bromo en
posicion 17 o 18 dando el compue8fioa través de la dehalogenacion del compuesto dibroBtado
(camino B. Cuando la reaccién se llevé a cabo en las condiciones utilizadas en la entrada 2, pero
aumentando el tiempo de reaccion (entrada 6), se observé un aumento en el rendirhiento de
compuesto21l. En base al mecanismo propuesto (Esquema 2.19) este resultado se explicaria
considerando reversible al camino b. De esta forma, la DBU podria reaccionag gdidBrdando
el complejo DBUHBr3 (Bakavoli et al., 2010), y este complejo, a su vez, podria actuar como
agente de bromacion dando el compu&&a@ partir de31 (Kavala et al., 2005 y Bekaert et al.,
2005), el cual finalmente conduce2a a través del camino a. Para probar esta posibilidad, el
compuesto31l se traté con el complejo DBUBr3, el cual se prepar6 como se describio
previamente (Bakavoli et al., 2010) y luego de 30 minutos se observé la formacion del compuesto

dibromado39 (Esquema 2.20) lo cual esta de acuerdo con la hipotesis propuesta.

s O
H ‘\\\IJ\
DBUH"'Bry Br
—_—
CH5;CN
30 min AcO

|f|

39

Esquema 2.20Bromacion del compues®i mediante el complejo DBUBrs.
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Para probar si el oxigeno estaba involucrado en la oxidacion del dieno intermediario para
dar el compuest@l, la reaccion se llevé a cabo con burbujeo de oxigeno (entrada 7) y en ausencia
del mismo mediante burbujeo de nitrogeno seco (entrada 8). A pesar de que no se observaron
cambios al burbujear oxigeno, en ausencia de oxigeno (entrada 8) se observd una disminucion del
rendimiento, lo cual indicaria que el oxigeno esté involucrado en el proceso de oxidacion.

Teniendo en cuenta que la irradiacion por microondas es una alternativa conveniente para
muchas reacciones térmicas, la reaccion se intenté utilizando la misma (entradas 9 y 10). En
ausencia de solvente se obtuvo una mezcla compleja y no se observo formacion del c@tpuesto
mientras que al usar DMF como solvente se observé un aumento en la r2141412,0:1,0), pero
con disminucién del rendimiento global.

Con el fin de estudiar si la aromatizacion del anillo D tenia lugar con una base diferente a
DBU, la reaccién se probé conBuOK (entrada 11), 2,4,6-colidina (entrada 12), trietilamina
(entrada 13) y DABCO (entrada 14). Con las dos primeras bases no se observé formatjon de
obteniéndose mezclas complejas. En el caso de la trietilamina, se formé Unicamente el compuesto
31 (89%). Finalmente, el uso de DABCO permitié obtener el compugkimomo Unico producto
con 88% de rendimiento (entrada 14). Este resultado indicaria que la utilizacion de DABCO como
base favorece el camino a que conduce al dieno intermediario y finalmente al cor2fué&sto
este caso, el equilibrio planteadm el camino b estaria favorecido hacia la formacién del
compuesto dibromad89 debido a una mayor eficacia del complejo DABCO-bromo como agente
de bromacion (Heravi et al., 2005). Al tratar al compu8&4toon el complejo DABCO-bromo, el
cual se prepardé como se describié previamente (Heravi et al., 2005), se obtuvo el cogfpemsto
20 minutos con 90% de rendimiento (Esquema 2.21), lo cual esta de acuerdo con la hip6tesis

propuesta.

DABCO-bromo
_— >
CH;CN
20 min AcO

Esquema 2.21Reaccion d&1 con el complejo DABCO-bromo.

El compuest®1 pudo obtenerse a partir de la ciclopropilcet@8aon un rendimiento de
67%.
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Finalmente, el compues? se obtuvo por tratamiento del compuedtocon una solucion

acuosa de KOH (Esquema 2.22) con un rendimiento de 86%.

AcO

Esquema 2.22ReactivosKOH 5% (aq), MeOH, THF, T amb., 1 h.

2.3 Sintesis de los compuestos 28-

Utilizando la metodologia descripta previamente para la obtencion delibedieroides
con anillo D aromético2l y 22, se prepararon los >-esteroides23 y 24 a partir de la
ciclopropilcetona4l (Esquema 2.23)El compuestodl se prepard siguiendo el procedimiento

descripto previamente (Di Chenna et al., 2002).

AcO

Esquema 2.23Reactivos: a) BEELO, 1,2-dicloroetano, 50°C, 90 min; b).Bd,2-dicloroetano,
0°C, oscuridad, 10 min; ¢) DABCO, GEN, reflujo, 1 h; d) KOH 5% (aq), THF, MeOH.
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El 18-nor-D-homoesteroidd2 se obtuvo por reordenamiento de la ciclopropilcetéha
utilizando BR.Et,O como catalizador (Esquema 2.23). Al intentar este reordenamiento partiendo de
la ciclopropilcetona con hidroxilo en posicion 3, se obtuvo una importante cantidad de producto de
eliminacion del hidroxilo corroborando la necesidad de mantener protegido este grupo durante la
reaccion de reordenamiento.

La aromatizacion del anillo D se llevé a cabo por adicion de bromo al doble éhiaee el
compuesto42 y posterior tratamiento en medio basico siguiendo la metodologia descripta
previamente (seccion 2.2). En este caso, como era de esperar, también se adicion6 bromo al doble
enlace'° obteniéndose el compue#t8, recuperandose este doble enlace durante el tratamiento con
la base, DBU o DABCO, probablemente debido a la formacion de los complejos ‘BBUSI
DABCO-bromo. Al utilizar DBU como base se obtuvieron los compuegs42 en relacion 1:1,
con un 38% de rendimiento del compue2® Si bien el uso de DABCO como base dio mejor
rendimiento que al emplear DBU, en este caso los compu3ipd?2 se obtuvieron en relacion
2,8:1,0. ElI proceso de bromacion-eliminacion se repiti6 sobre el compd@staislado,
obteniéndose finalment23 con un 73% de rendimiento desd2 luego de 2 repeticiones. El
rendimiento del compuest@3 obtenido a partir de la ciclopropilcetodd fue de 4%6. El
compuesto24 se obtuvo por tratamiento del compue&® con una soluciéon acuosa de KOH
(Esquema 2.23) con un rendimiento de 85%.

Los compuesto®5 y 26 se obtuvieron mediante la epoxidacion estereoselectiva del 3-
hidroxi- '° esteroide24 utilizando &cido m-cloroperbenzoico como agente oxidante, obteniéndose
una relaciéon 5:1 del B6 Depoxiesteroid®5 (64%) y su isdmero B6 Eepoxi26 (12%) (Esquema
2.24).

O 25 50,600
26 5B,6p

Esquema 2.24Reactivos: a) acido m-cloroperbenzoico, CEBGlaCO; 2,5%(aq). La relacién de

productos obtenida entre e D y el 5E6 Eepoxiesteroide es de 5 a 1.
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/D PDUFDGD SUHIHUHQFLD GHO DWD TGAHX G HOD SIH Oy} L&SWRH 8
CHs- HO FXDO FDXVD TXH HO DWDTXH SR ULRCHH GHOGHED VH
antecedentes de este efecto (Carvalho et al., 2009) y esta metodologia ya ha sido utilizada
DOQWHULRUPHQWH S D U{ep&xibst&&@dasH(@& ¢t ulQ 2G03). .

Como se menciond en el capitulo 1, la presencia deD@ ¥ poxido junto con un anillo D
aromatico son las caracteristicas particulares presentes en algunos salpichrélidos naturales no

comunes al resto de los withanélidos.
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Capitulo 3

En este capitulo se describen las estrategias sintéticas para la obtencién de esteroides con
anillo D aromatico funcionalizados en C-1. En particular, se sintetizaron los comRIiest@s
analogos de los salpichrolidos B § A (1), respectivamente (Figura 3.1). Ademas se presenta una

metodologia que permite obtener esteroides funcionalizados en C-1 a partir de 1,11-epoxiesteroides.

oY qRr=0
2R = oOH,BH

Figura 3.1. Analogos de salpichrdlidos funcionalizados en el anillo A.

La funcionalizacion del anillo A se intentd mediante la apertura de un 1,11-epéxido o de un
1,2-epéxido REWHQLGRYV D -BibrbkiprodesteboHa y .de acetato de pregnenolona,

respectivamente.

3.1 Obtencién de esteroides funcionalizados en C-1 a partir de 1,&fiexpregnanos

La introduccion de la funcionalidad hidroxilo en C-1 se planific6 mediante el uso de la
reaccion de funcionalizacion remota desde un hidroxilo en posicidih(\Médleiro, Taichet al.,
2005), seguida de la epura del puente 1,11-epdxido con, por ejemploy/Zit,O (Esquema 3.1).
El intermediario(l) resultante esta adecuadamente funcionalizado como para permitir obtener la

funcionalizacién de anillos A y B de los salpichrélidos.

11a-hidroxiprogesterona

Esquema 3.1Funcionalizacién del anillo A.
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Antecedentes de sintesis de 1,11-epoxipregnanos

Existen numerosos ejemplos en la literatura de sintesis de epoxiesteroides mediante el uso
de reacciones de funcionalizacion intramolecular de carbonos no activados iniciada por radicales
(Brachet-Cota et al., 1990; Veleiro et al., 1995; de Armas et al., 1989 y referalticitadas;
Komatsu et al., 2009))D 3UHDFFLYyQ GH KLSRLRGLWR- GHQRPLQDGD D
reaccion particular de funcionalizacion remota donde se utilizan radicales oxigeno o nitrdgeno
formados por homdlisis térmica o fotoinducida. En el caso de la reaccion de hipoiodito, los
UDGLFDOHV DOFyYy[LAGRsSIiVR@ IRDPI-BiRsGHENhiMda, acilhipoioditos o
diacetoxiiodobenceno (DIB) (Majeticét al., 1995 y de Armas et al., 1989). La reaccion puede
dividirse en 5 pasod) Formacién del hipoiodito. 2) Formacién del alcoxido. 3) Transferencia de

hidrogeno del carbono al oxigeno. 4) Reaccién del radical carbono. 5) Ciclacion (Figura 3.2).

Formacion Formacion . Reaccion
del del Transferencia del radical (o)

H e H I ixi | claci
UH hipoiodito U alcoxido ﬂg de H H OH carbono UH Ciclacion ; ;

Ruptura
homolitica

I II

Figura 3.2. Mecanismo de ciclacion mediante reaccion de hipoiodito.

La formacién del alcoxido se produce por la ruptura homolitica, ya sea inducida por calor (a
temperaturas mayores a 60°C) o por irradiacién con luz visible, del enlace O-H y se acelera por
presencia de atomos de iodo. La adecuada concentracion de atomos de iodo puede obtenerse po
irradiacion de 4 disuelto con luz de longitud de onda en la region de la principal banda de absorcién
del mismo (522 nm en el caso de utilizar hidrocarburos saturados como solvente y 512 nm con
hidrocarburos halogenados). La transferencia de hidrégeno mas comun es la que seld2 entre e
posicion / \ HO DOFyY[LGR \D TXH HO HVWDGR GB WUDQVLIFUWHQ
intramolecular de hidrégeno es un anillo de 6 miembros en forma de silla. La eficiencia de este
proceso esta fuertemente determinada por la distancia entre el radical alcéxido y los &tomos de
hidrogeno. La velocidad maxima corresponde a una distancia de 2,9 A entre el O y el @ado acti
(Brachet-Cota et al., 1990), siendo muy lento a distancias mayores a 3 A. Por ultindicadl ra
carbono formado reacciona con un radical iodo para dar una 1,5-iodohidrina. En algunos casos
particulares estas 1,5-iodohidrinas pueden continuar reaccionando para dar puentes 1,5-epoxido por
ataque del hidroxilo sobre el carbono que contiene el atomo de iodo.
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En particular, Burton y colaboradores (Veleiro, Taich et al., 2005 y Alvarez, Tesis doctoral,
2009) estudiaron la factibilidad de sintesis de IHH&R[LHVWHURLGHY PHGLDQWH H

GH KLSRLRGLW RDhibrogipddnerios, adBddrvando que la reaccion de ciclacion compite
con la eliminacién de iodo en la iodohidrina (Esquema 3.2).

0]

DIB/l, (@)
e
luz, 30 min
luz, 60 min (e (0]
DIB/I,
0,4:0,4

sin
+ reaccionar
39 %

OAc OAc

AcO™

DIB/I,
1,2:1

luz
60 min

O

11a-hidroxiprogesterona 87 %

OAc OAc

AcO

22 %

Esquema 3.2 5SHDFFLyQ GH KLS midiRxesté/dideg.R E U H

37



Capitulo 3

Para entender como la conformacién global del esteroide afecta al desarrollo de la reaccion
de ciclacion, Alvarez (Alvarez, Tesis doctoral, 2009) utiliz6 métodos de calculo ab initio para
determinar la geometria optimizada y la estabilidad de los intermediayrits (Figura 3.2) de la
UHDFFLYQ GH KLSRLRGLWR -fdRRd{icHErdi&R d@ @drtid@ WHY D ORYV

La reaccion de ciclacion sobre el compuedth (3-ceto  -H) dio como producto
~QLFDPHQWH H & nfieRtmS duld AIWIthizall menor concentracién de reactivos, ademas,
pudo aislarse un pequeiia camic G Hddoesteroide (Esquema 3.2). En la Figura 3.3a se
muestran las geometrias optimizadas del radical y de los intermediarios iodados en posicién 1

correspondientes44.

Figura 3.3. Intermediarios correspondientes a los compuestas(a) 44 y (b) 45 (Alvarez, Tesis
doctoral, 2009).

Puede observarse que el radical presenta una conformacion torsionada, lo que favorece el
ataque del radical iodo por la cara beta del esteroide frente a la cara alfa menos elpuesta.
determiné ademas, que el intermediario iodadoH V .FDO PRO PiV HVWDEOH TX
Ambos factores indicam XH HO LQWHUPHGLD UL Rod® B sébteleweDntermiediakoU t D
VHUtD IDFWLEOH HI rdedidhiE XUH n@ddddsmo .tipgySintramolecular, lo que
conduciria a la formacionldO SXHQWH HSy[LGR . . 6LQ HPEDUJR ORYV
PXHVWUDQ OD IRUPDFLYQ G Ha ®sltReGxphdackn ldask Wesho Be@aRqui

la presencia del grupo 3-ceto favorece aun mas la reaccion de eliminacion del iodo.

Por el contrario, al sustituir el grupoBH W R S Radetxt@)}¢5) .se obtuvo Unicamente el
-epoxido 46 (Esquema 3.2). La explicacion de este resultado radica en que si bien las
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conformaciones del radical y los intermediarios son similares tanto en forma como en estabilidad
relativa a los del 3-cetoesteroidd (Figura 3.3), el reemplazo del grupo ceto por un acetato
suprime el factor que favorece la eliminacion por lo que la reaccidon evoluciona a través del

mecanismo § intramolecular.

Figura 3.4. Intermediarios correspondientes a los compueétdga) 11Dhidroxiprogesterong (b)
47 (Alvarez, Tesis doctoral, 2009).

Cuando la reaccion de ciclacion se llebo FD E R V R Hhidrbixi@ddgesterona también se
obtuvo como UnicoS U R G X FVédterdid@ ctn un rendimiento del?8{Esquema 3.2). En $0
HV W H U'RL4Biltb\A puede encontrarse en una conformacién cuasi-trans, generalmente la mas
estable, o en una conformacion cuasi-cis, por lo que es necesario analizar las energias relativas de
cada uno de los intermediarios en las dos conformaciones posibles para explicar el curso de la
reaccion (Figura 3.4a). Partiendo de cualquiera de los conférmeros, la geometria optimizada del
radical que se obtiene es la misma. Este radical tiene una conformacién levemente torsionada que

favorece el ataque por la cara beta. En cambio, las energias de los intermediariRGIR -iddo
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YDUtDQ DSUHFLDEOHPHQWH VHJ~Q OD HRQ RIAMBXEAsytan& HO D
resulté ser el mas establevV HJ X L G-Rd&ddasi-cis\ G H @do cuasi-trans VL H Q Gié&doH O
cuasi-cis el menos estable de todos,l[pBSOHPHQWH GHELGR D OD UH®XOVLYQ
(Q ORV GRV LQWHUPH G L-bdéLcBagi-tRaing yH-ibtd REaSHdis), el iodo queda
D[LDO GH IRUPD TXH SXHGH HOLPLYQ é&plivaddoSpeitebartebte) losl O F F
resultadov H[SHULPHQWDOHYV 6 liods lcthQ-cB3,[pednhitiRid th \WietaBismo del tipo

Ss2 intramolecular para dar el compuesto ciclico, la presencia del grupo 3-ceto favoreceria la

eliminacién para dar el producto observado.

En el caso del compuesAd se obtuvo el 1,11-epOxiddB con rendimientos que varian del
30 al 50% (Esquema 3.2). Para el compuégtel radical puede adoptar las conformaciones cuasi-
transy cuasi-cis, siendo sus energias practicamente iguales (Figura 3.4b). Debido al reemplazo del
grupo 3-cHWR SRU X QcetdioXr8dR voluminoso, se modifican las energias relativas de las
conformaciones de los intermediarios respecto de las determinadas paraidroxiprogesterona
(Q HVWH FDVR HO -ibdpWudsi-Pahss cobtldlaRsiendo el mas estable, pero ahora
VHIXLGR $SoddJcudgdtrans. La mayor estabilidad de las conformaciones cuasi-trans puede
explicarse debido a que el grupo voluminoso acetato se encuentra en éstas en posicion ecuatorial,
mientras que en las conformaciones Si#s se encuentra axial. La desestabilizacion del
L Q WH U P HBdoxuHsirtis que conduce al compuesto ciclico puede explicar la necesidad de
usar una concentracion de DIB mayor que en los casos anteriores para obtener el 1,11-

epoxiesteroidd8, asi como la falta de reproducibilidad de la reaccion.

En el caso del 3-ceto--pregnano49 la reaccioén de ciclacién dio ademas del compuesto
ciclico buscado50) HO FRP S RM) ERuéma 3.2). Las geometrias optimizadas de
los intermediarios iodados (Figura 3.5) muestran que ninguno de ellos puede seguir un mecanismo
del tipo S2, por lo que debe considerarse otro mecanismo para explicar la formacion del producto
FtFOLFR /D IRUPDFL Yy Quaé¢iapleasesebidya\gRe é intermediartitodo, que
posee el iodo en posicion axial y por ello esta favorecida su eliminacién, es mucho mas estable que
H O-iodo. Una explicacion posible de la formacion del compuesto ciclico es que éste se forme a
SDUWLU GHO" mdliar8exIal feiviarion de un radical por pérdida del hidrégeno del grupo

.-OH y el ataque de este radical al C& HO V L Vingadturaldo en un mecanismo tipo Michael.
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Figura 3.5. Intermediarios RUUHV SR Q G L H Q W H M9 ADare R PeSiX dobtakaR 2009).

Alvarez comparé la reaccion de funcionalizacion remota llevada a cabo por irradiacién con

luz y por irradiacion con microondas en presencia de pfdhre el compuesty (Tabla 3.1).

OAc OAc

AcO
47 48

AcO

Entrada Esteroide/DIB/lI, Tiempo (min) Rendimiento 48 (%)

1 1:1,2: ¢ 15 20
2 1:1,2: ¢ 30 30
3 1:24:2 15 30-50
4 1:1,2: 7% 15 60

Tabla 3.1. Reaccion de hipoiodito del compuedtn rradiacion luminica: lampara de tungsteno
300 W (5000 Im) a TamBlIrradiacién de microondas: 300 W, 120°C, 250 psi.

Estos resultados muestran que la reaccion de ciclaciéd7dganscurre con mayor
rendimiento y reproducibilidad cuando la irradiacion por luz es reemplazada por irradiacion por
microondas. La irradiacion por microondas seria entonces una buena alternativa para Edrepara
de ciclos mediante el uso de la reaccion de funcionalizacion remota intramolecular de carbonos no

activados.
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Sintesis de 1,11-epoxipregnanos

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, en este trabajo de Tesis s¢
compararon ambas metodologias de funcionalizacion remota en presencia gef@tiiitucida y
asistida por microondas, sobre los compue$bpd7, 49y 51 (Figura 3.6). Los compuestd$, 47
y 49 se prepararon como se describié anteriormente (Veleiro et al., 2005 y Alvarez, Tesis doctoral,
2009). El compuestbl se obtuvo utilizando el procedimiento que se indica en el Esquema 3.3. Los

resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.2.

42
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o]

11a-hidroxiprogesterona

OAc

Esquema 3.3 Reactivos: a) (i) B Pd/C 10%, P atm, T amb.; (i) TBDMSCI, imidazol, DMF,
50°C; b) (i) NaBH, MeOH, CHCI,, T amb.; (ii) A¢O, piridina, DMAP; (iil) BuNF, THF, T amb.

Tabla 3.2. Reacciones de ciclacion sobre RHidroxiesteroides utilizando irradiacion por

microondas o luz (solvente GEl,).*

Entrada Compuesto Condiciones (min) Producto (Rto %)
1 47 Fotélisis (20% 48 (20¥
2 47 Fotolisis (20§ 48 (30-50%
3 47 300 W (159 48 (60¥°
4 47 300 W (15§ 48 (50)
5 45 Fotélisis (20% 46 (89
6 45 200 W (10§ 46 (90)
7 49 Fotolisis (209 50 (66’
8 49 300 W (15Y 50 (68)
9 49 200 W (10§ 50 (20)
10 51 Fotélisis (30% 52 (24)
11 51 300 W (159 52 (25)

#|rradiacion con microondas: sistema de microondas CEM Discover a potencia coraianté (70°C, 12 psi) o 300

W (95°C, 15 psi); Fotdlisis: irradiacion con lampara de tungsteno 300000 (Bn) a temperatura ambiente; los

rendimientos corresponden a productos purificados por cromatogréfia flas
® esteroide/DIBA (1:1,2:1).

“esteroide/DIBA (1:2,4:2).

dVeleiro et al., 2005.

¢ Alvarez, Tesis doctoral, 2009.
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En el caso del compuestd5 los rendimientos obtenidos por ambas técnicas son
comparables (entradas 5 y 6). Las condiciones de irradiacion con micsodifidadas en este caso
son mas suaves que las usadas por Alvarez para la ciclacion del comfgesitadas 3 y 6), lo
cual indica que el compuesid posee una menor energia de activacion. En el caso del compuesto
47 no se logr6 mejorar el rendimiento de la reaccion de ciclacion al utilizar irradiacién de
microondas con un cantidad mayor del reactivo DI@htrada 4).

Con el compuestd9 también se obtuvieron resultados similares con ambas metodologias
(entradas 7 y 8). Sin embargo, al aplicar sobre este compuesto las condiciones mas suaves utilizada:
para el compuestb, se obtuvo el 1,11-epoxiesteroide buscado, pero con una marcada disminucién
del rendimiento del 68 al 20% (entradas 8 y 9).

La ciclacion del compuestl, que no habia sido intentada hasta el momén¢oensayada
en este trabajo de Tesis tanto con induccion por luz como por microondas. En ninguno de los dos
casos se obtuvo el producto de ciclacién esperado, sino que se obtuvo la iodéRidrnbajo
rendimiento (entradas 10 y 11). En la Figura 3.7 se muestran las geometrias optimizadas de los
intermediarios iodados. Puede observarse que ninguno de los dos intermediarios presenta la
geometria adecuada para una reaccion tig iStramolecular que llevaria al compuesto 1,11-
epoxido buscado. Sin embargo, tampoco se observa la formacion en cantidad apreciable del
FRP S XHMWwdicid de eliminacién obtenido con los 3-cetoesteroides. En este caso la falta de
un grupo 3-ceto no favorece la eliminacion pudiéndose aislar, aunque con bajo rendimiento, la
iodohidrina52.

Figura 3.7. Geometrias optimizadas y energias relativas de los intermediarios iodados de la

reaccion de hipoiodito (a 'y b). La estructura (a) corresponde también a la ioddbdrina

Todos estos resultados indican que la fotélisis con luz visible puede ser reemplazada por

irradiacion de microondas en la preparacion de 1,11-epoxiesteroides utilizando el reactivo de
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Suérez. Este método resulta ventajoso en el caso de reactivos sensibles como el cdmpuesto
mientras que los resultados son comparables en el resto de los compuestos ensayados.

Ruptura de éteres. Antecedentes.

A pesar de que ya en 1914 Knoevenagel observo la formacion de acetato de etilo en la
reaccion de éter etilico con FgGén anhidrido acético, no se profundiz6 demasiado en la
investigacion de esta metodologia hasta que en 1974 Ganem logré un gran avance en la reaccion de
fragmentacion de éteres utilizando este reactivo (Ganem y Small, 1974). Una de las ventajas de esta
metodologia es que las condiciones suaves de reaccion permiten su utilizacion sobre sustancias que
presentan dobles enlaces sin producirse isomerizacion (Esquema 3.4). La mayor limitacion de la
misma radica en que no siempre es efectiva para fragmentar éteres bencilicos, ya que dima reacci

competitiva es la acilacién de Friedel-Crafts sobre el anillo aromético.

R R
/I/Ot-Bu /I/OAC

R=Cl R=Cl
R =AcO R =AcO

Esquema 3.4Reaccion de fragmentacion de éteres conFAEIO.

El mecanismo, asi como la estereoquimica de la reaccion, no esta del todo dilucidado.
Cuando se hace reaccionar el estereoisomero (+) metil 2-octil éter cGprAEER] se observa
mayoritariamente la racemizacion, obteniéndose un leve exceso del producto con inversion de
configuracion. Algo similar ocurre con el (+) bencil 2-octil éter. Esto haria pensar en amisnex
en donde en un primer paso se produce la O-acetilacion, para luego proseguir con la disociacién del

iGn oxonio en el carbocation mas estable a través de un mecanismo dglt{pig8ra 3.8).

o FeCl; Ac,0 COCHj Sn10 o o
RTTR, — = r-ORr — ™ R{ CCOCH; * Ry "COCH;,
O-acilacién T® N2 Sn2

Figura 3.8. Mecanismo propuesto por Ganem para la reaccion de fragmentacion de éteres con
FeCk-Ac,0. El primer paso es una O-acilacion seguida de la fragmentacion del ibn oxonio por un

mecanismo gl 0 §,2.
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Sin embargo, cuando la reaccion se reaNzB E Uddlesteril metil éter se obtuvo con 87%
GH UHQGL Pictie3téviRacet&o (Esquema 3.5). Esto no puede explicarse por un mecanismo
tipo Sy1, por lo que la reaccion deberia ocurrir por un mecanismo tips&re el metilo, siendo
desplazado el i6n oxonio por el aceta®BRU HO FRQWUDULR DO UHDOL]DU OL
colestanil metil éter la reaccion parece proseguir un mecanismo dej\fipgeSque los productos
REWHQLGRR WHRWOWDQLO D-FélastaniMaRetato (14 \ Ercolestano (10%).

H3CO AcO

87 %

AcO

|f|

3631% 10 %
3014 %

Esquema 3.5Reaccion de fragmentacion de éteres sobre derivados del colesterol.

Benedetti y colaboradores (Benedetti et al., 1990) desarrollaron una metodologia para la
fragmentacion de alquil y bencil éteres utilizando,4nknhidrido acético o cloruros de acilo en
condiciones suaves. Cuando se utiliza,Z&d,0 la reaccién ocurre generalmente con retencion de
la configuracibn como en el caso del esteroide del Esquema 3.6a. Lo mismo ocurre en el
metilglicosido, donde el enlace glicosidico es acetilado manteniendo su configuracion (Esquema
3.6¢). Si bien la mayor parte de las reacciones probadas transcurren con retencion de configuracion,
en algunos casos se observa racemizacion del producto (Esquema 3.6d), por lo que el mecanismo de
la reaccion, al igual que en la reaccién con Eefid esta todavia completamente dilucidado,

pudiendo seguir luego de la O-acetilacion un mecanismo {jp® S 1 segun el caso.
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MeO AcO 81 %

b) ° AcO OAc

AcO AcO 52 %

MeO AcO H

H 3045 %
3B 45 %

Esquema 3.6 Reaccion de fragmentacion de éteres y metilglicésidos copALaD.

8Q KHFKR PX\ LQWHUHVDQWH HV TXH FXD/RERIHOBIOUHD
metoxipregn-en-20-ona con 1,1 equivalentes de ZAL,O en diclorometano, el producto que
LQLFLDOPHQWH V Hio®parégh-6e@29-ohbV(EshGema 3.7). Este compuesto puede
FRQYHUW L Uatetoxt derivh@d prolongando el tiempo de reaccién o por tratamiento con
Znl>-Ac,0.

Znl, Ac,0

—_—
CH,ClI,
MeO |

Esquema 3.7La reaccion de fragmentacion en diclorometano da como producto el iodoesteroide.

47



Capitulo 3

Cuando se utiliza un ZpAcCl en lugar de ZntAc,O para la apertura de éteres
asimétricos, la porcion menos sustituida genera el éster mientras que la mas sustituida produce un
FORUXUR GH DOTXLOR (Q HVWH me2\Rpréy®-5e420oda BeRdbservd X V W L

racemizacion parcial (Esquema 3.8), lo que indicaria un mecanismo basado en una sustitucion del

tipo 1.

o o
Znly AcCl
B ——
MeO ¢ 3045 %
3850 %

Esquema 3.8. Reaccion de fragmentacion utilizando ZAECl. En este caso se observa

recemizacion a diferencia de la reaccion copOAC

Sintesis de esteroides funcionalizados en C-1

En este trabajo de Tesis la apertura de los puentes 1,11-epédxido se llevé a cabo por
tratamiento de los mismos con: a) ZAE,0 y b) Znb/Ac,O/CH,CI, (Esquema 3.9).

OAc OAc

aob
—_—
AcO™ AcO™
46 53 R = AcO (51%)? (11%)°
54 R = | (25%)? (61%)°
OAc OAc
aob
—_—
AcO AcO
48 55 (30%)?(20%)°

Esquema 3.9 Reactivos: a) Zn) Ac,0O, oscuridad, 40 min; b) ZnlAc,O, CHCI,, oscuridad, 40

min.
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(Q HO FDVR GH OD Depokigateiddb pedeos observar la formacion de 2
S UR G X F W&stoxiesteroidé3 y el  -iodoesteroides4. La relacion entre las cantidades de
cada producto es dependiente del solvente utilizado en la reaccion. Cuando se u@izamo
VROYHQWH HO SURGXFWR PD\RaetidD3BL(RLYd) Vimidhitas FReP & X H V W
FR P S X H\odaRo 54 es minoritario (25%). Por el contrario, cuando la reaccion se realiza
XWLOL]IDQGR GLFORURPHWDQR FRPR VROYBRM\HVOBAAD 55 UR G X |

PLHQWUDYV TXH HaCetiled®B3Ss¥ BhddMdR en pequefia cantidad (11%). Es

interesante remarcar el hecho de que la apertura del puente en ambas condiciones tiene lugar cor
retencion de la configuracion en C-11 y con inversion de la configuracion en C-1. Esto es
consistente con un mecanismo en donde el primer paso sea la O-acetilacién del epoxido, seguido de
la apertura del idbn oxonio ciclico por ataque del nucledfilo sobre el C-1 a través de una sustitucion
nucleofilica bimolecular (&). En la Figura 3.9 puede verse la geometria optimizada del compuesto
46, la cual posee las condiciones requeridas para un mecanismo de2tipa& que la curvatura
del esqueleto esteroidal permite el ataque del nucledfiboAtO) al C-1 mediante una sustitucion

en forma concertada.

Figura 3.9. Geometria optimizada del compuedth La curvatura del esqueleto esteroidal permite

el ataque del nucledfilo sobre el C-1 en forma concertada.

En el caso de la apertura del 1 :ep6xido48 no se observo la presencia del producto
LRGDGR (O ~QLFR SUR G éeiesteroideb@zahbajoXrendih@nto, tanto en
presencia (20%) o en ausencia (30%) de diclorometano. Estos resultados podrian aleberse

reordenamientos del carbocation homoalilico en C-1, que se formaria a partir de un mecanismo de
tipo S\1.
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En base a los resultados mencionados anteriormente se puede concluir que la apertura de
1,11-epoxidos constituye una metodologia alternativa para la obtencibn de esteroides

funcionalizados en C-1.

3.2 Obtencidén de esteroides funcionalizados en C-1 a partir de 1,2-epoxiesteroides

Antecedentes

Ikekawa y su grupo (Ishiguro et al., 1975; Hirayama et al., 1982 y Gamoh et al., 1984)
utilizaron dos metodologias basadas en la apertura reductiva de un 1,2-ep6xido para la obtencién de
sistemas' 2-1-hidroxi y '>1-ceto, los cuales estan presentes en la mayoria de los withanélidos. Por
ejemplo, en la sintesis del Withandlido D utilizaron la estrategia que se muestra en el Esquema
3.10, la cual consiste en la deshidrogenacion de pregnenolona con DDQ, seguida de la epoxidacion
HVWpUHR \ UHJLRVHOHFWLYQDG$ROVEREQR UHD OB Wokidd UH G X
por tratamiento con LINH;, & O S DUD G ol (&&noh et al., 1984).

a, b c,d

HO )

Esquema 3.10.Reactivos: a) NaBH, MeOH, THF, 0°C, b) DDQ, dioxano, reflujo; c)
dihidropirano, acido p-toluensulfonico, @El,; d) H,O, 30%, NaOH, MeOH, 15°C; e) Li, Ni&l,
NH3, THF.

Ademas, Ishiguro y colaboradores (Ishiguro et al., 1975) lograron la funcionalizacion del C-
SRU WUDWDP L H e@poicetorth cor@rdonohidrato de hidracina en i-propanol a reflujo
con acido acético como catalizador, obteniendo el sisteild G U Ripkaturado (Esquema 3)11
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g

OAc

Esquema 3.11Reactivos: a) NbtNH,H,0O, i-propanol, AcOH, reflujo; b) reactivo de Jones,

acetona.

La apertura reductivddc RQ PRQRKLGUDWR EzpbxKétdhasDid&nhbi@D candtida
como transposicion o reordenamiento de Wharton, es una herramienta sintética muy Gtil para
transformar estos compuestos en alcoholes alilicos a temperatura ambiente (Wharton y Bohlen,
1961). La reaccidon puede realizarse con el mismo monohidrato de hidracina como solvente o en
solucion alcohdlica, y también incluye la posibilidad de utilizar AcOH como catalizador. El
mecanismo de la reaccion es similar al de la reduccién de Wolff-Kishner y consta de un primer paso
donde se produce la formacion de una hidrazona por adicion de la hidracina al carbonilo (Esquema
3.12). Posteriormente, la tautomerizacion de la hidrazona conduce a un diazeno que se reordena
produciendo la apertura del epoxido y generando un alcohol alilico con liberacion &stél
reordenamiento permite que la estereoquimica presente en el epéxido se mantenga en el alcohol

resultante.

(@) O O
-H,O
~ —_— D D

(0] 3 N*

H,NHN: |
K: NH,NH, 2 NH,

Co OH

tautomerizacion -N,
= H —_—
N
H

Esquema 3.12Mecanismo propuesto para la transposicion de Wharton.
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Los rendimientos de la reacciébn pueden variar desde bajos a excelentes, siendo éstos
determinados por distintos factores como, por ejemplo, el procedimiento utilizado, la estructura de
los reactivos y efectos estereoelectronicos, cuya influencia no es del todo comprendida. Es comun
gue se produzcan reacciones secundarias indeseables como la formacion de pirazoles (Benn y
Dodson, 1964) y ciclaciones inesperadas producidas por la formacion espontanea de radicales libres

a partir de diazenos inestables (Stork et al., 1977).

En la ultima década Salvador y colaboradores (Salvador et al., 2005) lograron controlar
ttUPLFDPHQWH ORV SURGXFWRV GH OD UHDFFLYQ X@RBGLHQ
hidroxicetona segun las condiciones empleadas. La metodologia fue probada en diversos esteroides
conteniendo epoxicetonas en distintas posiciones y con diferente estereoquimica, incluyendo un 3-

ceto- . -epoxiesteroide (Esquema 3)13

NHoNH».H,0
—_—
Etanol

Esquema 3.13Productos del reordenamiento de Wharton controlados térmicamente.

Al realizar la reaccién a reflujo durante 3 horas, en presencia tidachnatalitica de agua,
Salvador\ FRODERUDGRUHV RE W X-NdréklZ2Bgnhsht@adoREN® X1k do \préducto
con un rendimiento de 88%. Mientras que al realizar la reaccion en las mismas condiciones, pero a
0°C, luego de 3 horas el Unico productX B R E W XY L H UHRI@Xxit3<ddtokistzroide con un
rendimiento de 84%. Cuando la reaccién fue realizada a temperatura ambiente o a 50°C, obtuvieron
mezclasGH DPERV SURGXFWRYV VLHQ @igroxi @-cédesterdidr ¢l praalicRV HO
mayoritario en una relacion de 42:1 y de 2:1, respectivamente. De esta manera demostraron que

podia ejercerse un efectivo control de los productos por medio de la regulacion de la temperatura.

Recientemente, Jana y colaboradores (Jana et al., 2011) sintetizaron el Withandlido A
utilizando una estrategia que incluye, para la formacion del sistérbeceto, la apertura de un
-epoxido mediante la transposicion de Wharton modificada por Dupuy (Dupuy et al., 1989)
con generacion de hidracina in situ. En esta variacion de la reaccion se utiliza una base como

catalizador en lugar de acido acético y se realiza en condiciones anhidras. Dupuy utiliza dos
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metodologias diferentes dependiendo de si la reaccion evoluciona a través de una epoxihidrazona
intermediaria estable o inestable. En el primer caso, la epoxihidrazona se sintetiza en condiciones
tradicionales, se aisla y luego de redisolverla en condiciones anhidras, se transforma en el alcohol
alilico deseado por tratamiento con bases fuertes como diisopropilamida de potasio (KDA) o t-

butdxido de potasio. En el mecanismo propuesto por Dupuy (Esquema 3.14) la apertura del époxido
se da concertadamente a la formacion del diazeno por accién de la base sobre la epoxihidrazona y
no posteriormente a la formacién del mismo como en el mecanismo generalmente aceptado que se

muestra en el Esquema 3.12.

o ie
H 7B
o) N’H\H'/ ’ OH NI':'ll
o) oM 2
-H,0 _
t — —_—
NH,NH,

B = KDA, t-BuOK

OH OH H
H+

Esquema 3.14Mecanismo propuesto por Dupuy para la apertura deagtoepoxido estable con
KDA o t-BuOK como catalizador.

En el caso de epoxihidrazonas inestables, se sustituye el monohidrato de hidracina por
cloruro de hidrazonio y se genera in situ la hidracina por reaccién con trietilamina disuelta en
acetonitrilo anhidro bajo sonicacion. A esa mezcla se le agrega la epoxicetona o el epoxialdehido
para dar la epoxihidrazona, la cual inmediatamente transpone obteniéndose el producto buscado con
evolucion de nitrogeno. La utilizacion de una base como trieltilamina cataliza la desprotonacion del

diazeno lo que facilita su reordenamiento (Esquem3g.3.15
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a)  NH,NHz* CIF + NEt; =—= NH,NH, + Et;NH*CI

H
N

H>N HNsN
b)  EN:— Y ~ o
o — o

Esquema 3.15Modificacion de Dupuy para epoxihidrazonas inestables. a) Generacién in situ de
hidracina en medio anhidro. b) Catalisis basica cahl e la desprotonacion de la hidrazona,

reordenamiento y apertura del epoxido.

Como se menciond anteriormente, lkekawa y su grupo (Ishiguro et al., 1975; Hirayama et
al., 1982 y Gamoh et al., 1984) utilizaron DDQ para lograr la deshidrogenacion del anillo A. Si
bien el uso de DDQ, fue durante mucho tiempo la metodologia elegida para la inclusion de dobles
enlaces conjugados en gran diversidad de compuestos, hoy en dia existen nuevas alternativas par:
este tipo de reacciones. En particular, el grupo de reactivos que contienen iodo hipervalente (V) ha
ganado espacio en la sintesis organica en los ultimos afos. Es de destacar al &cido o-iodoxibenzoicc
(IBX) el cual ha sido ampliamente utilizado en la ultima década como una opcion entre los
reactivos oxidantes, no solo en la transformacion de alcoholes en compuestos carbonilicos, sino
también en la siempre dFEXOWRVD SUHSDUDFLYQ GH HRautadds \Wdkadu F D U E
y colaboradores (Nicolau, Montagnon, Baran y Zhong, 2002) mostraron la utilidad del acido o-
iodoxibenzoico (IBX) en la preparacion selectiva de este tipo de compuestos. Por ejemplo,
OEWXYLHURQ VHOWFRHW R R W® W HRX@ddst& o) mwdificando la cantidad
de equivalentes de IBX utilizados, la temperatura y el tiempo de reaccion. Ademas, mostraron que
este reactivo presenta selectividad en la deshidrogenacion de anillos de 6 miembros frente a los de 5
miembros\ TXH HV SRVLEOH WUDQVIRUPDU -2M@naDe@ BRIIR Gasy Had- X Q C

reaccion (Esquema 316
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a)
IBX (1,5 eq)
70°C,24 h

O —_—
84%

IBX (4,0 eq)
85°C,48h

—_—
72%

O,
T

IBX (6,0 eq)
85°C,12h

—_—
68%

Esquema 3.16Selectividad en la deshidrogenacién de esteroides utilizando IBX.

Nicolaou propone como mecanismo de reaccion la transferencia electronica de un Unico

electréon (SET, single electron transfer) a partir del tautdmero endlico (Esquema 3.17

0 o)

©

Ho- 1 HO-i SET HOS:

\
o _So, = e - O)OH ——————— » O OH
®
R1JQ\[H\_/ IBX R1)\L R1)<L

R2 R2 R2
Qo

Esquema 3.17.Mecanismo postulado por Nicolaou para la deshidrogenacion de aldehidos y

cetonas mediada por IBX.
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Por otra parte, se demostr6 que es posible modificar la reactividad de IBX por formacion de
complejos con diversos ligandos (Nicolaou, Montagnon y Baran, 2002). Por ejemplo, calentando
IBX y DMSO a una temperatura mayor a 50°C, se prepar0 y aislé6 un complejo IBX-DMSO
observandose que a temperatura ambiente el grado de conversion producido por el mismo era
mayor que el producido por IBX. Como contrapartida se observé que calentando a 90°C, el DMSO
reduce el IBX a IBA (4cido iodosobenzoico) el cual inhibe la reaccion deseada. También, el
complejo formado entre IBX y N-metilmorfolina N-6xido (NMO) demostro ser un eficaz reactivo
deshidrogenante de aldehidos y cetonas a temperatura ambiente, siendo mucho mas reactivo que s
similar con DMSO (Esquema 3)18

(o)

0 o o & o N

oA HO\i/O@ HOLT HOT_ g\

\ \ \ \

o) o) o o)
Ac-IBX IBX-THF IBX-DMSO IBX-NMO

Esquema 3.18Complejos de IBX con diferentes ligandos.

Funcionalizacién del anillo A de 20-cetopregnanos

En una primera etapa en este trabajo de Tesis se obtuvieron 1-hidroxi y 1-cetopregnanos a
partir del compuesto comercial acetato de pregnenolona mediante una estrategia que incluye la
introduccién de un doble enlad®, la formacién de un epéxido en posicion 1,2 y posterior apertura

del mismo (Esquema 3.19).

Esquema 3.19.Esquema retrosintético para la obtencién de un 1-hidie20-cetopregnano a

partir de acetato de pregnenaon
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La introduccion de un doble enlace en posicion 1 se intentd utilizando DDQ e IBX en
distintas condiciones a partir el compuessdEsquema 3.20, Tabla 3.3). Al usar DDQ se obtuvo el

'14 esteroide58 como producto mayoritario en todos los casos, siendo el producto minoritario el

'L esteroideés7 buscado (Tabla 3.3, entradas)1-3

AcO

58

Esquema 3.20Reactivos:a) (i) Hz (50 psi), Pd/C 10%, 22 h; (ii) KOH (aq) 5%, MeOH, THF, 1,5
h; (iii) PCC, BaCQ, CH,Cl,, MS (3 A), 45 min; b) Tabla 3.3.

Tabla 3.3.Tratamiento d&6 con DDQ e IBX.

Entrada Reactivos Tiempo Productos (Rto %)
1 DDQ (3 eq), tolueno, reflujo 24 h 58(16),57(8)
2 DDQ (3 eq), benceno, reflujo 24 h 58(15),57(7)
3 DDQ (3 eq), THF, reflujo 24 h 58 (<5)
4 IBX (1,5 eq), DMSO, 70°C 6 h 57(51),58(7),56(23)

Por tratamiento del compuesk® con IBX en las condiciones propuestas por Nicolaou
(Nicolaou, Montagnon, Baran y Zhong, 2002y H R E W-XstdRoidé57 como producto
mayoritario con un rendimiento del 51%, y €l*esteroide58 como producto minoritario con
apenas un 7%, recuperandose, ademas, el estéfidke partida (23%) (Tabla 3.3, entradaHl).

IBX fue sintetizado siguiendel procedimiento de Frigerio y colaboradores (Frigerio et al., 1899)
partir del acido 2-iodobenzoico y Oxone® (peroxomonosulfato de potasio), siendo éste el utilizado
por Nicolaou (Nicolaou, Montagnon y Baran, 2002) frente a otras sintesis alternativas que incluyen

oxidantes como KBrg¢) que producirian un reactivo de menor eficacia.
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Esquema 3.21Reactivos: HO, 30%, KOH, MeOH, CHCl,, 50 min.

A partir del compuestb7 se sintetizo el 1,2 .-ep6xido59 por tratamiento con #D, 30% en

medio basico (Esquema 3.21). Debido a la deficiencia electrénica de las enonas que las hace poco
reactivas frente a los reactivos epoxidantes tradicionales como el acido m-cloroperbenzoico, se
utilizd esta metodologia que ha demostrado ser efectiva en este tipo de compuestos (Ma et al.,
2005). La reaccion transcurre con completa estereoselectividad debido al impedimento estérico del
CHs- SUHVHQWH HQ OD FDUD \ DG\DFHBPRV H ROpevd@&sPetagasl HQ C
(Esquema 3.22), siendo la primera la adicion nucleofilica concertada del anion hidroperéxido sobre
HO FDUERQR GH OD HQRQD JHQHUDQGR XQ D QXIQyE&R HSDWIRE W
produce el ataque del anién sobre el O con eliminacién del grupo saliente y formacién del epdxido
(House et al., 1958; Zimmerman et al., 1959).

o OH COH
05w g .
(k %, ( %, % %,
— @/‘\‘ —
(@] (@)

QD

Esquema 3.22Mecanismo de la epoxidacion con®3 en medio basico para enonas.

Posteriormente el compuedib se traté con monohidrato de hidracina en isopropanol y con
acido acético como catalizador, segun la metodologia descripta por Ishiguro y colaboradores
(Ishiguro et al., 1975). En estas condiciones se obtuvo una mezcla de productos en cuyo espectro de
RMN 'H se observaban sefiales correspondientes a la presencia de un &fstenidroxi en el
anillo A, pero no se observé la sefial caracteristic€Hgi21 en un 20-cetoesteroide, observandose
en cambioXQD VHxDO D / SSP FRUUHV S Rh@@zZokhQWH DO PHWLOR

Teniendo en cuenta que Salvador y colaboradores (Salvador et al., 2005) obtuvieron el

alcohol alilico en posicion 1 utilizando monohidrato de hidracina en etanol a reflujo en presencia de
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agua y posterior tratamiento con HCI a temperatura ambiente, se decidio tratar al coBfpapsto

estas condiciones. En este caso también se obtuvo una mezcla de product@siecdmpuesto
mayoritario (Esquema 3.23), observandose en el espectro de'RMBfiales a 3,68 ppm y 5,82

ppm correspondientes al H-1 y a los H-2 y H-3, respectivamente. Por otra parte, la sefial a 1,75 ppm
asignada aCHs-21 era consistente con la presencia de una hidrazona en C-20. No se logro aislar al
compuest®0 con buen rendimiento probablemente por descomposicion de la hidrazona durante el

proceso de purificacion.

59

Esquema 3.23Reactivos: a) (i) NpNH».H,O, EtOH, HO, reflujo, 2 h; (ii) HCI 10%, T amb., 10

min.

A partir del compuest60 se probaron distintas condiciones para hidrolizar la hidrazona en
C-20, pero en ningun caso se obtuvo el 20-cetoesteroide deseado con buen rendimiento.
Funcionalizaciéon del anillo A de 20-hidroxipregnanos

Teniendo en cuenta las complicaciones observadas debido a la presencia de un grupo 20-

ceto, se aplico la metodologia descripta para la introduccion de2irepoxido partiendo del 20-
hidroxipregnan®1 (Esquema 3.24).

Esquema 3.24Reactivos: a {i) TBDMSCI, imidazol, DMF, 50°C, 3 h; (ii) KOH (aq) 5%, MeOH,
THF, 1,5 h; (i) PCC, BaCg CH,Cl,, MS (3 A), 45 min; b) IBX (2 eq), DMSO, 90°C, 2 h; ¢)
H,0, 30%, KOH, MeOH, CHCl,, 50 min. 6= TBDMS.
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Se decidio proteger al hidroxilo en posiciébn 20 con un grupo t-butildimetilsililéter para
poder diferenciarlo del hidroxilo en posicién 3 protegido con un acetato. Sin embargo, teniendo en
cuenta la labilidad de este grupo protector frente a IBX informada por Nicolaou y colaboradores
(Nicolaou, Harrison et al., 2002), fue necesario optimizar las condiciones de reaccion tratando de
minimizar la desproteccion del 20-hidroxilo que llevaria a la oxidacion del mismo (Esquema 3.25).
Las condiciones ensayadas se muestran en la Tabla 3.4 y se observa que los mejores resultados pal
la obtencién del *-esteroide62 se consiguieron utilizando las condiciones indicadas en la entrada
3.

61 64 1,2-dihidro

65

Esquema 3.25Deshidrogenacion d&l con IBX (6= TBDMS).

Tabla 3.4.Tratamiento dé&1 con IBX.

Entrada Reactivos Tiempo Productos (Rto %)
1 IBX (4 eq), DMSO, 90°C 1,5 h 62 (17),64(3), 65 (4), 66 (26)
2 IBX (2 eq), DMSO, 80°C 3,5h 62 (42),64(6), 65 (3), 66 (14)
3 IBX (2 eq), DMSO, 90°C 2h 62 (50),64 (6), 65 (2), 66 (10)

Una vez obtenido el compues&?2 VH VLQWHW leppxidd ®3 en las mismas
condiciones utilizadas anteriormente para el 20-cetopregnano (Esquema 3.24).

A partir del compuest63 se intentd entonces la apertura del 1,2-epéxido utilizando LiAIH
o hidracina en las condiciones ensayadas anteriormente sobre el 20-cetopB€grZunendo se
utilizé LiAIH 4 para la apertura reductiva 88 se obtuvo RPR SURGXFWR PD\RaLWDUL
67 (43%) (Esquema 3.26). A partir & se obtuvo el compues@® mediante la estrategia descripta
anteriormente por Ishiguro y colaboradores para la obtenciéf Heetoesteroides (Ishiguro et al.,
1975). Siguiendo esta técnica se acetild regioselectivamente el hidroxéio el compuest®?,

obteniéndose el compuesh8. Posteriormente, por oxidacién con PCC del hidroxilo en posicién
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. seguido de eliminacion del Bacetato por tratamiento con NaOH 15% (aq) en dioxano, se

obtuvo el compuest89, el cual presenta en el anillo A el sistema 1-ceteinsaturado buscado.

Esquema 3.26.Reactivos: a) LiAlH, THF, 1,5 h; b) AgO, piridina, CHCl,, 24 h; c) i) PCC,
BaCQ;, CH,Cl,, MS (3 A), 45min, ii) NaOH 15% (aq), dioxano, 4 &= TBDMS.

$O0 XWLOL]DU PRQRKLGUDWR GH KLGUDFLQRQSGHD UHDO
epoxido a partir del compuest@, usando las condiciones propuestas por Salvador y colaboradores
(Salvador et al., 2005) descriptas anteriormente (ver pag. 58), se obtuvo el compuesto#uscado

como producto mayoritario con un rendimiento del 41% (Esquema 3.27

63 70

Esquema 3.27Reactivos: (i) NHNH2.H,O, EtOH, BO, reflujo, 2 h; (i) HCl 10%, Tamb., 10 min.
6= TBDMS.

3.3 Sintesis de los compuestos 27 y 28

Al comparar los rendimientos y la factibilidad de llevar la sintesis a mayor escala de las dos
metodologias desarrolladas para introducir una funcion oxigenada en C-1 (secciones 3.1 y 3.2) se
decidi6 utilizar la estrategia representada en el Esquema 3.28 para la sintesis de los caipuestos
y 28. La metodologia propuesta incluye la introduccién de un doble ehtata formacién de un

epoxido en posicion 12. y la posterior apertura del mismo en @fbesteroides (R= O) y 20-
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hidroxiesteroides (R= TBDMSO, H). Como material de partida se utilizé el comfestb cual

se obtuvo como se describid en la seccion 2.2.

AcO

A

21

Esquema 3.28Esquema retrosintético para la obtencion de los compRéstas.

La obtencion de la 1,2-enondl se llevd a cabo con IBX (Esquema 3.29), pero en
condiciones ligeramente mas fuertes que las utilizadas en el caso de corBpuEsto se debe a
gue la ausencia del grupo protector t-butildimetilsiliéter en posicibn 20 permite disminuir los
tiempos de reaccién utilizando el doble de equivalentes de IBX sin afectar el rendimiento. La
epoxidacion del compuestdl se realiz6 en las mismas condiciones utilizadas anteriormente

obteniéndose el epOXidt2.

AcO

Esquema 3.29Reactivos: a) (i) KOH (aqg) 5%, MeOH, THF, 1,5 h; (ii) PCC, BgQCTH,Cl,, MS
(3 A), 45 min; (iii) IBX (4 eq), DMSO, 90°C, 1,5 h; b)&, 30%, KOH, MeOH, CKCl,, 50 min.

Como se describié anteriormente en la seccion 3.2 (ver pag. 58), si bien la apertura con
monohidrato de hidracinaG H 2 .-epdxidos en 20-cetopregnanos condujo a la funcionalidad
deseada en el anillo A, no fue posible hidrolizar la hidrazona en posicion 20. A pesar de estos

resultados, en una primera etapa se decidio probar la sint&fisadeartir de un 20-cetoesteroide,
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considerando que en el compue®icel grupo 20FHWR HVWi HQ SRVLFLYQ . D XQ D
a un anillo de 5 miembros no aromético, y que por lo tanto las condiciones para la hidrélisis de la
20-hidrazona podian ser diferentes. Si bien fue posible funcionalizar el anillo A, tampoco en este
caso se encontraron las condiciones necesarias para hidrolizar la 20-hidrazona de manera eficiente

obteniéndose el compuestd (Esquema 3.30

Esquema 3.30Reactivos: (i)NH.NH2.H,O, EtOH, HO, reflujo, 2 h; (ii) HCI 10%, T amb., 10

min.

En base a los resultados obtenidos se decidi6 trabajar con 20-hidroxiesteroides. Por
reduccion del 20-carbonilo en el compueloy posterior proteccion del 20-hidroxilo con cloruro
de t-butildimetilsililo, se obtuvo el compuesi® como una mezcla de epimeros en posicién 20
(Esquema 3.31

AcO

Esquema 3.31Reactivos: a) NaBk MeOH, CH,Cl,, 0°C, 40 min; b) TBDMSCI, DMF, imidazol,
50°C, 2 h; c) KOH (aq) 5%, MeOH, T amb., 1 h; d) PCC,,CH, BaCQ, MS (3 A), 45 min.6=
TBDMS.
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La introduccién del doble enlacé se intentd sobre el intermediafi@ por tratamiento con
IBX (2 eq) en DMSO a 9€. Si bien esta reaccion se llevo a cabo con éxito en esteroides con
anillo D de 5 miembros (seccién 3.2), la presencia de un anillo D aromatico condujo, en las mismas
condiciones, a la desproteccion total y posterior oxidacion del hidroxilo en posicion 20. En base a
estos resultados se decidid cambiar el grupo protector en esta posicion por un grupo acetato,
lograndose asi la introduccién del doble enlade obteniéndose el compues8D con un

rendimiento de 5% (Esquema 3.32).

OAc

Esquema 3.32Reactivos: a) BANF, THF, T amb., 6 h; b) AO, piridina, T amb., 1 h; c) IBX (3
eq), DMSO, 90°C, 2 h; d) 4, 30%, MeOH, KOH, T amb., 50 min; e) (§H-NH,.H,O, EtOH,
H0, reflujo, 2 h; (i) HCI 10%, T amb, 10 min; f) KOH (aq) 5%, MeOH, T amb., 1 h.

A partir del compuest80 VH REW XY Repix@o 81 mediante una epoxidacion
estereoselectiva con,8, 30%. La apertura del mismo por medio de una transposicion de Wharton
se realiz6 utilizando las condiciones descriptas anteriormente en la seccién 3.2 (ver)pag. 58
REWHQLpPpQGRVH FhidiroxilbussaHdRP). Rosteriormente, por hidrélisis del acetato en
posicion 20, se obtuvo el compuesto 20-hidroxilB8dFRQ XQ UHQGLPLHQWR GHO
epoxido81.

Finalmente el compuest®/ se obtuvo a partir del compues28, mediante & oxidacion
guimioselectiva del hidroxilo bencilico en posicion 20 con Mr{@squema 3.33)con un

rendimiento de 9% desd4.
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Esquema 3.33Reactivos: Mn@, Na&CO;, CH,Cl,, T amb., 24 h.

El compuestd®8 se obtuvo a partir del compuesd por tratamiento con PCC (Esquema
3.34) con un rendimiento de 10% de&de

Esquema 3.34Reactivos: PCC, BaGQCH,Cl,, MS (3 A), 45 min.
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4.1 Actividad antiestrogénica

Antecedentes

Estrogenos

Los estr6genos son hormonas esteroideas con un complejo modo de accion, caracterizado
por la alta especificidad hacia tejidos y una actividad dosis-dependiente. Ejercen diversos efectos
sobre una gran cantidad de tejidos como ovarios, testiculos, mamas, préstata, Utero, huesos, higado
sistema inmune, sistema cardiovascular y sistema nervioso central. Su principal mecanismo de
accion implica la union a un receptor nuclear, el receptor de estrégenos (ER), lo quadiesela

expresion genica (Figura 4.1).

Figura 4.1. Mecanismo de accion de los estrogenos: a) union del estragliall R, b) pérdida de

las chaperonas y cambio conformacional del receptor, c¢) translocacion a nacleo del ER activado, d)
dimerizacion del ER activado, e) union del dimero al elemento de respuesta a estrogeno (ERE) del
ADN y posterior unién de coactivadores y de los componentes de la maquinaria transcripcional, f)

transcripcion del gen blanco.
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Existen 2 subtipos de esteFHSWRU HO UHFHSWRU GH HVWUyYyJHQR\
HVWUYyJHQRVY EHWD (5 /ID XQLYQ GH HVWUYJHGRN\O O06 IGQRLAAL
una serie de eventos moleculares que culmina en la activacion o represion de los genes &lancos. L
regulacion transcripcional se origina con la interaccion directa del ER con componentes de la

maquinaria de transcripcion celular (Brzozowski et al., 1997).

El ligando natural del receptor de estrogentdd/ H &estradiol (E2) (Figura 4.2(a)), un
esteroide cuya principal caracteristica estructural es la presencia de un anillo A fendlico. Existen
también estr6genos no esteroidales, como el dietilestilbestrol (DES), que es un poderoso agonista de
ER (Figura 4.2(g)

CN/\/O

OH )
0
Crp-Oen
HO HO S
(@) (b)

Figura4.2. D /D KRUPRQD Het@gidHQifando natural del ER; b) raloxifeno (RAL),
un SERM; c) 4-hidroxitamoxifeno (@HT), el metabolito activo del tamoxifeno (OHT), otro

SERM, d) fulvestrant, un antagonista puro y e) dietilestilbestrol (DES), un estrégeno no esteroidal.

Los antagonistas del ER son compuestos que compiten con el estradiol por el sitio de unién
al receptor, pero que al unirse al mismo no activan la expresion génica. Un ejemplo de este tipo d
compuestos es el ICI 182780 o fulvestrant (Figura 4.2 (d)), un derivado del estradiol que posee un
voluminoso sustituyente en posicion 7 (Mehta et al., 2012). Existe una tercera clase de compuestos
ademas de los agonistas y antagonistas, son los llamados moduladores selectivos del receptor de
estrogenos (SERMSs), que antagonizan los efectos estrogénicos en algunos tejidos, como mama,

mientras que imitan los efectos estrogénicos en otros, como huesos, cerebro y sistema
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cardiovascular (Moutsatsou, 2007). En esta categoria podemos encontrar al raloxifeno (RAL) y al
tamoxifeno (OHT) (Figura 4.2 (b), (c)). RAL es un antiestrogeno muy efectivo en tejidos
reproductivos, pero también es un agonista parcial de ER en huesos y disminuye los niveles de
colesterol en sangre. Los ER median los efectos tanto de los estrogenos naturales como de los
SERMSs.

La exposicion a estrogenos naturales es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
cancer de mama y endometrio (Sonnenschein et al., 1998). Estos al metabolizarse y transformarse
en catecolestrogenos y posteriormente semiquinonas, reaccionan con el ADN produciendo aductos
y depurinizacion del mismo (Chang, 2011 y Pruthi et al., 2012). Muchos canceres de mama son
sensibles a estrogenos, lo cual significa que los mismos estimulan el crecimiento del tuemor. Est
tipo de cancer se denomina cancer estrégeno positivo (ER+), siendo aproximadamente el 70% de
los canceres de mama correspondientes a este tipo. Entre los farmacos utilizados en la terapia
hormonal contra el cancer de mama se encuentran algunos SERMs. Ejemplos de SERMs aprobados
por la FDA son el tamoxifeno (Nolvadex), el raloxifeno (Evista) y el toremifeno (Fareston).

Otros farmacos, como el fulvestrant (Faslodex), funcionan como antagonistas de estrégeno, pero al
contrario de los SERMs, no tienen efectos agonistas de estrégeno en ningun tejido, por lo que se los
denomina antagonistas puros. En particular, el fulvestrant pertenece a la categoria de SERD
(selective estrogen receptor downregulator), ya que ademas de ser un antagonista puro de estrogenc
al unirse al ER produce la degradacion del mismo, disminuyendo la concentracion de ER en el

tejido blanco.

Los efectos secundarios de la terapia hormonal dependen, en gran parte, del farmaco
especifico y del tipo de tratamiento. Entre los efectos secundarios atribuidos al tamoxifeno figuran:
el riesgo a sufrir coagulos sanguineos, especialmente en los pulmones y en las piernas, apoplejia,
cataratas, cancer de endometrio y utero y disminucion de la masa Osea. Los efectoados dese
atribuidos al raloxifeno son el riesgo a desarrollo de coagulos sanguineos y de apoplejia. El
desarrollo de nuevos farmacos adecuados para ser utilizados en tratamientos de terapia hormonal,

pero con menores efectos secundarios sigue siendo un desafio en el campo de la quimica medicinal.
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Receptoesde estrégenos

Los receptores de estrégenos se encuentran en casi todos los tejidos. Aquellos con alto
FRQWHQLGR GH (5 ORV B2EODQFRV FOiIVLFRWHSYRRGXRRWLYBO
glandulas mamarias, ovarios y utero. HEWLSR (5. VH HQFXHQWUD HQ OD PI
PLHQWUDYV TXH HO (5 VH HQFXHQWH WG XI®RW R R YILWYLHOMH VS ]

algunas areas del cerebro (Sonnenschein et al., 1998).

El ER pertenece a la gran familia de receptores nucleares y presenta una caracteristica
organizacion modular con distintos dominios asociados a la transactivacion, union a ADN (DBD) y

unién a la hormona (LBD) (Figura 4.3).

Figura 4.3. Estructura de los receptoréd8H HVWUYJHQR (5. \ (5 adpkiQieyg® GH F

grado de homologia entre subtipos de receptores.

Existen dos funciones de activacion que contribuyen a la actividad transcripcional de los
ER, la funcién de activacion 2 (AF-2) y la funcion de activacion 1 (AF-1). La AF-2 es hormono-
deperGLHQWH VH XELFD FHUFD GHO /%éliéeHNBWH4, A B R HXH WD S|
ambos subtipos de ER. La AF-1 se ubica en el extremo N-terminal y es hormono-independiente. La
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capacidad de estas regiones para contribuir a la actividad transcripcional varia segun el tipo de
célulay de promotores. En algunos casos uno de estos dominios predomina sobre el otro, pero en la
mayoria, AF-1 y AF-2 actian en forma sinérgica estimulando la transactivacion de la expresion

génica.

Cuando el receptor se activa por un agonista, el dominio AF-2 sirve como punto de
interaccion con proteinas coactivadoras, las cuales actian como adaptadores aife cycama
magquinaria transcripcional. Los antagonistas no son capaces de activar ER de ninguna forma y son
eficientes inhibidores de la funcibn de ER. En contraste, los SERMs producen un cambio
conformacional diferente del producido por el estradiol, por ello es que la actividad agonista o
antagonista de los mismos depende del contexto biolégico en cada tejido, siendo fundamental la

expresion de los distintos coactivadores (Smith et al., 1997).

(O (5. \HO (5 SUHVHQWDQ XQD DOWD KRPRGRUtD%' HQ
y homologia parcial (53%) en el sitio de union a ligando (LBD) ubicado en el extremo C-terminal.
La diferencia entre los subtipos del ER también se pone de manifiesto en el dominio AF-1. En el
FDVR GHO (5. HVWH GRPLQLR HV PX\ BF0AWLH\RL H@ ®H JH\QMLVP X
varios elementos de respuesta a estrogenos en diferentes lineas celulares, mientras que la activida
del dominio AF- GHO (5 Hspréciabé (Niddn et al., 2001).

Los residuos que recubren la superficie de la cavidad del LBD o que interactlan
directamente con el ligando unido abarcan desdehliélice H3 hasta la H12. Tanto agonistas como
antagonistas se unen en el mismo bolsillo dentro del nucleo del LBD, pero con distintos tipos de
enlace (Figura 4.4), lo que induce cambios drasticos en la conformacion del ER. Estos cambios se
GDQ IXQGDPHQWDOPHQWH -krereQD (HR2) lgtie@omia parieQ@elcdamioi® de
transactivacion AF-2, lo que afecta la union de cofactores y por lo tanto la potencia como agonistas
0 antagonistas de los ligandos (Figura 4.5) (Brzozowski et al., 1997). Puede observarse que son
determinantes para la union al LBD las interacciones de enlace de hidrégeno entre los hidroxilos
fendlicos, tanto del estradiol como del raloxifeno, con los aminoacidos arginina (arg) y acido
glutamico (glu), junto con una molécula de agua. También, en el otro extremo de las moléculas, un
hidroxilo establece un fundamental enlace de hidrégeno con el residuo de histidina (his). Sin
embargo, también son muy importantes para la conformacion final del complejo ligando-ER las

interacciones hidrofébicas de diversos residuos con los anillos A/B y D del esqueleto carbonado de
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los ligandos. RAL posee ademas una voluminosa cadena lateral que se ubica en un bolsillo
diferenciado y que interacciona por medio de enlace de hidrégeno con un residuo de acido aspartico
(asp). Esta diferencia con el estradiol produce el mayor aporte al cambio conformacional que
modifica la orientacion de la H12. Cuando el LE®». HVWi XQLGR D HVWUDGLRO (
sobre el bolsillo de union a ligando y forma la superficie de union de coactivadores (AF-2). En
cambio, cuando LBD(5. VH XQH D 5 $¢é de3idaza fuekh del bolsillo y pasa a ocupar una
ranura hidrofébica formada por H3, H4 y H5 (Shiau et al., 1998).

Figura 4.4. Interacciones en los complejos que forman el LB®: FRQ HO D HVWUDG

raloxifeno (Brzozowski et al., 1997).

Debido a las diferencias en la estructura del LBD entre los dos subtipos de ER, el efecto de
ORV GLVWLQWRYV OLJDQGRV YDUtD HQWUH XOQR HKQRWUR V
DQWDJRQLVWDYV HQ (5 /D H[SOLFDFLYyRG®HFRQUHHOKFHERI R S X I
bolsillo del LBD-( 5 \D TXH VH KD REVHUYDGR TXH HQ DOJXQRV 6(5
ORV VXVWLWX\HQWHV HQ FLHUWDYV SRVUYPLROQHDNIJRSRWMHRVMRE
SHUR VH WUDQVIRUPDQ HE)aghQdM® seRQivmspi'sdenta @ne @enfda, ya que
los SERMs pueden proveer los efectos benéficos de los estrogenos evitando los efectos adversos
pudiéndose utilizar para el tratamiento de sintomas menopausicos, osteoporosis, enfermedades
cardiovasculares, cancer de mama y otras enfermedades relacionadas a estrégenos. Por ejemplo, |

terapia de reemplazo hormonal para las mujeres menopausicas tiene aparejado el riesgo de
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padecimiento de cancer de mama, problemas cardiacos y derrames cerebrales, que podria se
evitado con SERMs que actlen como agonistas selectivos (Nilson et al., 2001).

Figura 45. D &RQIRUPDFLYQ GHWOVWRDSALRMRGEQGH VH REVHUYD
KpOLFH HQ D]XO E &RQIRUPbkfeycdoGdd Ge sRdN\A @IHIMKRicd 5 .
GHVSOD]DPL He€IW R2 (@i vedde) que bloguea la unién de coactivadores (Brzozowski et
al., 1997).

Mecanismos de accion de estrogenos

Por muchos afios se pens6 que el Unico mecanismo mediante el cual los estrégenos
estimulaban la transcripcion de genes sensibles a estradiol, era por uniéon directa del ER activado a
los elementos de respuesta a estrégenos (ERES). Hoy se sabe que el ER puede también modular |
expresion génica sin unién directa a ADN. En la Figura 4.6 se muestran 4 vias posibles de accién
del ER, tanto directa (clasica) como indirectas (Nilson et al., 2001).

La primera via corresponde al mecanismo clasico mencionado anteriormente. En ella el
agonista se une al LBD formando el complejo agonista-ER activado que dimeriza y se une a

secuencias especificas del ADN (EREs). Este nuevo complejo interacciona con proteinas
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coactivadoras y factores de transcripcion, lo que resulta en el remodelado de la cromatina y la
iniciacion de la transcripcion por la maquinaria transcripcional obteniéndose como resultado la

induccion o represion de genes.

Figura 4.6. Los modelos representan 4 vias conocidas de accion del ER sobre la transcripcion de
genes. En el primer caso se muestra la via clasica a partir de la accion directa del E&s sobre |
EREs. Los otros 3 modelos representan las vias indirectas de accion del ER a partir de interacciones

proteina-proteina con Sp1, AP-1 y NB-(Nilson et al., 2001).

La primera de las vias indirectas de modulacién de la transcripcion génica es debido a |
interaccion del ER con el factor de transcripcion Spl el cual es independiente de hormona. Un
HMHPSOR GH HVWD YtD HV OD DFW)L GBHIOLYAHRHS OB WGB QMVFUC
En este caso el estradiol no activa la expresion, pero si bloguea la inhibicion de los antagonistas.

La segunda de las vias indirectas es a través de la interaccién de ER con el sitio AP-1, sitio
gue une fos y jun, modulando la unidén de estos factores de transcripcion a su sitio de union en el
ADN. Si bien ambos subtipos de ER interactuan con AP-1, lo hacen demostrando una respuesta
GLIHUHQFLDGD D FLHUWRY OLJDQGRW @Mt WAD/V TW HS HOR 8 URF-RAH:
DES, o antiestrdgenos como tamoxifeno funcionan como agonistas de la via AP-1, mientras que
5$/ HV VROR XQ DJRQLVWD SDUFLDO (QWHIRRWWIBQWRH\ 57

comportan como agonistas, mientras que el estradiol actia como antagonista.
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En el dltimo caso, el ER interacciona con otro importante factor de transcripcion, el factor
nuclear-NB (NF NB), resultando en la supresion de algunos genes, por ejemplo, al impedir la union
de éste al promotor de la interleukina-6 (IL-6), 0 en la activacion de otros.

Al igual que en la interaccion de ER con AP-1, la interaccion coMBN#S especifica tanto

de tejido como de subtipo de receptor (Nilson et al., 2001).

Relacion estructura-actividad

Como se ha visto anteriormente, la unién de distintos ligandos al LBD puede modificar
radicalmente la conformacion del ER, fundamentalmente en relacion a la posicion que adopta la
H12 que es determinante para la actividad del receptor. Encontrar la relacion entre las
caracteristicas de la estructura de los ligandos y su actividad es de suma importancia yeor ello s
han realizado muchos estudios en este sentido. A partir del analisis con rayos X de la estructura
cristalina de los complejos ligand&R, Brzozowski y colaboradores (Brzozowski et al., 1997)
pudieron determinar la importancia de la presencia de grupos hidroxilo en el ligando, que por medio
de enlaces de hidrogeno, se unen a residuos especificos del LBD concediendo a estos ligandos
elevada afinidad por el receptor. En el caso particular de los esteroides tipo estrano, como es el caso
del ligando natural estradiol, los grupos hidroxilos se encuentran en las posiciones 3 y 17 del
esteroide. Sin embargo, se debe tener en cuenta que otras caracteristicas de la esttostura de
ligandos también son fundamentales para la conformacion adoptada por el ER, lo que en definitiva
determinara el tipo de actividad que desarrollen. A continuacion se resumen algunas de las
caracteristicas estructurales que han podido establecerse para analogos esteroidales del estradic
(Kuiper et al., 1997; Hanson et al., 2012):

x De los androstanos analizados solo @RV FRQ KLGUR[LORYV HQ SRVLFL)
46(@ SRVHHQ VLIJQLILFDWLYD DILQLGDG SRU DPERV VXEW

x (O DOJXQRV FDVRV VH HQFRQWUyY TXH KLGUR[IHIRWHWMQ
agonismo.

x IRV (5. \ (5 VRQ HVWHUHRHVSHFtILFRMIRIEY HYNi@GEGRVH T
PHQRV DItQ UHVSHPFW-kstradpHR)W&4.6THH HO

X 6XVWLWX\HQWHYV SHTXHxXxRV 0H 2o mhadificah €) eferi® adaristddeV LF L

los esteroides. Si el tamafio del sustituyente en esta posicion aumenta, comienza a
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manifestarse una disminucion del efecto agonista, pasando primero al agonismo parcial
hasta convertirse en antagonismo puro.

X 1R H[LVWH VHOHFWLYLGDG HQWUH (5XLGFEV FHIUBRVRY¥ LK
debido a que casi no existen diferencias en la estructura del bolsillo en donde estos
sustituyentes se ubican.

X IRV VXVWLWX\HQWHY HQ SRVLFLYQ . JHQHUDQ XQ HIHFW

X Las interacciones hidrofobicas de los anillos A/B y D son sumamente importantes.

X La relativa planaridad del anillo A respecto del B es también importante observandose una
clara diferencia de afinidad entre los subtipos de ER al comparar el 5-androstenediol y el 4-
androstenediol (Figura 4.6 (c), (d) VLHQGR HO SULPHURefRrag qpdeQ DO
segundo no presenta diferencias significativas entre ambos subtipos de ER.

OH OH OH
17
1
(i§t>16 /©(§E§ /E:t?E& /(igjtﬁ
3 7
" 5 5 HO HO HO

(a) (b) (c) (d)

Figura 46. D (VTXHOHWR GH XQ ®RWU&IJRY)VERa@Rsteriediol y d) 4-

androstenediol.

Ensayos in vitro de actividad estrogénica

Existen diversos tipos de ensayos in vitro que pueden realizarse para evaluar la potencial

actividad estrogénica o antiestrogénica de un compuesto, y se describen a continuacion.

I) Ensayo de afinidad relativa de unién al receptor (Relative Binding Affinity - RBA).

Este ensayo se basa en la competencia por los sitios de uniéon del ER entre el estradiol
marcado radioactivamentéif]-estradiol o  .-[**7l]-iodoestradiol) y el analogo a ensayar. De este
HQVD\R VH REWLHQH OD DILQLGDG UH®RPBXHNVWBRV WO \(B.HD&

estradiol sin marcar.

78



Capitulo 4

II) Ensayo de actividad estimulatoria relativa (Relative Stimulatory ActtR$A)
La union del ER dimérico activado por ligando a los elementos de respuesta a estrogenos
(ERESs) del ADN es un paso crucial en la estimulacion de la expresion génica. Tres diferentes tipos

de ensayos pueden realizarse con el fin de medir la actividad estimulatoria relativa de los anélogos:

a) Ensayo con gen reportero de luciferasa utilizando células sin ER endbgeno.

Es un ensayo de transactivacion en el cual células mamarias que carecen de ER enddgeno
son coWUDQVIHFWDGDV FRQ $'1F GH (5. R (5 \ FRQ &R DHQ UF
ERE. Los compuestos analizados que presentan accién agonista inducen en forma dosis-
dependiente la transcripcion de luciferasa que puede ser facilmente cuantificada. Es udesnsayo

alta sensibilidad que permite analizar compuestos débilmente estrogénicos.

b) Ensayo con gen reportero de luciferasa utilizando células con ER endédgeno.
A diferencia del ensayo anterior en éste se utilizan lineas celulares mamarias que presentan

ER endogeno y tiene como ventaja que refleja mejor la respuesta fisiologica de las células.

c) Ensayo de medicién de la expresion de genes blanco del ER endégeno.

En este ensayo se utilizan lineas celulares que expresan ER y se mide la expresiés de g
blanco analizando marcadores como ARNm o la expresion de proteinas. Este ensayo evalla todos
los pasos de la transduccién de sefales via ER: union de ligando a ER, expresién de ER,

dimerizacion, translocacion nuclear, unién nuclear, disponibilidad de coactivadores, etc.

[Il) Ensayo de proliferacion celular.

Este ensayo puede utilizarse para evaluar las propiedades estrogénicas o antiestrogénicas de
un compuesto utilizando una linea celular que responda a estrégenos, por ejemplo, la linea celular
tumoral mamaria humana MCF-7. De esta forma se evalla el efecto de los compuestos en todo el
complejo proceso de proliferacién celular teniendo en cuenta todos los factores transcripcionales,
cuyo resultado puede diferir de los efectos observados sobre un Unico gen o proteina blanco. Al
guerer evaluar el efecto estrogénico de un compuesto, se utilizan concentraciones crecientes del
mismo y se mide la cantidad de células obtenidas luego de un periodo de incubacion en medio
nutritivo adecuado v libre de estrégenos enddgenos.

En el caso de querer evaluar las propiedades antagonistas se exponen las células

simultdneamente a la dosis de estradiol necesaria para obtener la maxima proliferacion celular y a
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un rango creciente de concentraciones del compuesto evaluado. De esta manera se determina e
efecto sobre el numero de células ademéas de la dosis minima necesaria para bloquear el efe
proliferativo del estradiol.

Para que un compuesto sea considerado un antagonista puro debe cumplir las siguientes
condiciones: a) bloquear el efecto proliferativo del estradiol, b) no afectar el numero de células en
ausencia de estrogeno, c) el bloqueo debe poder revertirse por agregado de dosis mayores de
estradiol. Las dioxinas son un ejemplo de sustancias que bloquean el efecto del estradiol, pero
donde este bloqueo no puede ser revertido. Sumado a esto, poseen efecto antiproliferativo en
ausencia de estrégeno por lo que son considerados compuestos citotéxicos en lugar de

antiestrogénicos.

Actividad antiproliferativa de withandlidos

Recientemente, Machin y colaboradores (Machin et al., 2010) estudiaron la actividad
antiproliferativa de 22 withandélidos naturales (Figura 4.7) mediante ensayos de proliferacion in
vitro utilizando un panel de lineas celulares tumorales mamarias humanas. Las lineas celulares
utilizadas se pueden dividir en dos grupos: células que poseen receptor de estrogéndrBlfa
MCF7 y MCF7/BUS, lineas celulares ER)) y células que carecen de éste receptor (MIB-

231 y SKBr-3, lineas celulares ER)). La actividad antiproliferativa fue estudiada utilizando el
protocolo SRB (Miranda et al., 2006). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.1
expresados como 50% de inhibicion de crecimientgy)IC

Se observé para la mayoria de los compuestos ensayados, que éstos eran capaces de induc
la inhibicion del crecimiento celular en todas las lineas, como en el caso de los con§zle8tys
0 que los mismos no eran activos en ninguna de las lineas ensayadas, por ejemplo, los compuestos
90y 91. Sdlo en el caso de los salpichrolidosIAy C (3) se observo actividad antiproliferativa de
manera dependiente del tipo celular. El salpichrélidd)Anfostré actividad especifica en las tres
lineas celulares ER+), mientras que el salpichrolido G)(solo resulto activo en las lineas MCF7
y MCF7/BUS probablemente debido a la mayor expresion dedaRestas lineas, comparadas con
las células T47D. Por otra parte, el salpichréliddLD),(de estructura similar a la del salpichrélido
A (1) pero con un anillo D no aroméatico, mostré una actividad similar en todas las lineas ensayadas,

lo cual sugiere que la actividad observada para el complLektpende, en parte, de la presencia
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del anillo aromaticoLa especificidad en los withandlidos con anillo D aromético hacia las lineas
ER. (+) podria deberse la inhibicibn de mecanismos de transduccion de sefiales dependientes del
ER. involucrados en la induccion de proliferacion celular. Estos withanélidos actuarian como
inhibidores de la ruta dependiente de .EBsencial en la proliferacion de lineas celulares tumorales

mamarias dependiente de hormona.

0] 0]
\l/ﬁr i(o i{)
oH[
1 o~ Yo o\ o\ Q/\/
.OH ] ]

ROG

OH

R 0)
86 R = H; 5B,6B.epoxi 92 R =H, 5-eno
84R=H 87 R = H; 50-OH,6B-OH 90R=H 93 R = H, 5B,6B-epoxi
85R = OH 88 R = H: 54-Cl,6B-OH 91 R =CHj 94 R = Et; 50-Cl,63-OH

89 R =H; 5a-Cl,6B-OH

95 96 97R=H 100
98 R = CH,
99 R = H; 2,3-dihidro

101 102 R = H; 5a.,6a-epoxi 11
103 R = OH; 5a.,6a-epoxi
104 R = H; 5a-OH,60-OH

Figura 4.7. Serie de 22 withandlidos naturales sobre los cuales Machin y col. estudiaron su

actividad antiproliferativa. Las estructurB32-104y 11 corresponden a salpichrolidos.
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Tabla 4.1. Actividad antiproliferativa in vitro de withanoliddsl y 84-104 contra lineas celulares

tumorales mamarias hunmes

ER. (+) ER. (-)
Compuesto T-47D MCF7 MCF7/BUS MDA-MB-231 SK-Br-3
84 0,16 (+0,02) 0,31 (+0,10) 0,42 (+0,04) 0,24 (+0,12) 071 (+0,13)
85 2,2(x0,5) 1,0(x0,1) 1,1 (0,2) 2,1 (+0,9) 1,7 (+0,8)
86 43 (+1,1) 3,9(+0,8) 3,1(0,6) 6,3 (+0,9) 1,9 (+0,2)
87 >100 >100 >100 >100 >100
88 3,5(+0,4) 2,4 (+0,3) 2,6 (+0,4) 3,2 (+0,4) 2,5 (+0,4)
89 3,9(+0,6) 3,0(+0,3) 3,0 (0,3) 3,7 (+0,1) 2,5 (+0,6)
90 >100 >100 >100 >100 >100
91 >100 >100 >100 >100 >100
92 30 (#9,0) 14 (#1,1) 18 (+3,7) 19 (+1,8) 18 (+1,2)
93 6,5(x1,4) 3,6 (x0,4) 2,6 (+0,1) 8,7 (+0,4) 2,3 (+0,3)
94 13 (+2,1) 3,9 (*0,7) 5,1 (+1,1) 10 (+0,4) 3,4 (+0,2)
95 3,4(x0,1) 3,2(x0,3) 3,3(0,3) 2,5 (£0,8) 2,0 (+0,5)
96 61 (x27)  35(+2,4) 33 (+2,8) 49 (+14) 29 (+3,0)
97 4,1 (+0,7) 2,9 (x0,4) 2,8 (+0,3) 3,4 (+0,2) 2,6 (+0,4)
98 3,9 (+0,6) 2,9(x0,2) 2,7 (+0,3) 2,8 (+0,2) 2,0 (£0,7)
99 38 (+7,1) 25(+7,4) 29 (+4,2) 35 (+4,3) 34 (+7,0)
100 3,7(x0,1) 2,8(+0,3) 2,9 (+0,3) 3,5 (+0,9) 2,5 (+0,7)
101 >100 >100 >100 >100 >100
102 18 (+3,1) 9,4 (+2,7) 13 (¢1,5) >100 >100
103 14 (+2,6) 5,1 (+0,5) 5,7 (+2,6) 14 (+0,7) 3,4 (+0,2)
104 >100 43 (£5,2) 29 (+3,4) >100 >100
11 17 (+6,0) 22 (+¥1,4) 13 (¥2,0) 21 (£3,8) 21 (£5,9)
S-fluorouracilo 47 (+18) 8,3 (x1,2) 6,2(%0,5) 54 (£5,4) 3,0 (x0,8)
camptotecina 2,0 (x0,5) 0,28 (+0,14) 0,21 (+0,04) 1,3 (0,15) 0,15 (x0,04)

®Expresadoenlgg YDORUHY GDGRV HQ 0

82



Capitulo 4

4.2 Ensayos de actividad antiestrogénica de salpichrolidos naméles y analogos

sintéticos

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Machin y colaboradores, uno de los
objetivos de esta Tesis fue el estudio de la relevancia del anillo D aromético en la actividad
antiproliferativa de los salpichrolidos. Con este fin se evalu6 la actividad antiestrogénica de los
salpichrélidos naturales ALY, B (2) y G @), y de los analogos sintétic@8 y 25-28 (Figura 4.8).

Los ensayos de actividad antiestrogénica se realizaron en colaboracion con el grupo de la Dra.
Isabel Luthy (IBYME-CONICET), se llevaron a cabo en su laboratorio y forman parstele

trabajo de Tesis.

H
© (@)

25 50,50, 27 R = aOH, pH
26 50,68 28R=0

Figura 4.8. Salpichrolidos naturales y analogos sintéticos a los que se midid0 su actividad
antiestrogérua.

Se utilizaronensayos de proliferacion celular, que como se explicé anteriormente, evallan
todo el complejo proceso involucrado en la proliferacion celular y no solamente la expresion de un
unico gen. Para estos ensayos se utilizaron células tumorales mamarias humanas MCF-7 que
constituyen el modelo clasico para este tipo de evalugaile SUHVHQWDQ WDQWR (5. F

Para la estimulacién de la proliferacion celular se utilizé estradiol en una concentracién de
10%° M, dado que es la minima concentracién con que se lagmaxima estimulacion,
obteniéndose de esta forma mayor sensibilidad en el ensayo. Para cuantificar el grado de

proliferacién se utiliz6 como método de evaluacion la incorporacion Yeifiidina por parte de
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los nucleos celulares, la que se detectd mediante la utilizacion de un contador de centelleo liquido

La correcta estimulacion de la proliferacion celular se controlé por comparacion entre las células

con y sin tratamiento con estradiol.
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Figura 4.9. a-c) Actividad antiestrogénica de los salpichrdlidos naturaled),A3((2) y G @), d)
Actividad antiestrogénica de ICI 182780 (fulvestrant), antiestrogeno tipo SERD. (C = células no

estimuladas

FpPOXODV WUDWDGDV FRQ VDOSLFKWPYyQLGRY; HQ FR

E, = células estimuladas con estradiol en concentracién'b‘éM,OlCl: células tratadas con, En

concentracién de 1§ M + ICI en concentracién de 1 pMp). ns =

no significativo** =

diferencia significativa respecto de C con P < 0,001; +, ++, +++ = diferencia significajpecte

de B con P < 0,05, P <0,01, P < 0,001 respectivamente).
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La actividad antiestrogénica de los salpichrélidos naturales se evalué por tratamiento de
células estimuladas por estradiol, con concentraciones crecientes de los mismos (Figura 4.9 (a-c)).
Se realiz6 un control positivo de estimulacion con células tratadas solamente con estradiol en una
concentracién de 1 M (E), un control negativo con células sin ningtn tratamiento (C) y se
utilizaron también células tratadas con el antagonista ICI 182780 (fulvestrant, Figura 4.2 (d)) como
control de la actividad antiestrogénica. Como se menciond anteriormente, este antagonista
pertenece a la categoria de SERD (selective estrogen receptor down-regulator), ya que ademas de
tener actividad antiestrogénica disminuye la concentracion de ER en las células produciendo una
disminucion de la proliferacion por debajo del nivel basal determinado por el control de células no
estimuladas (Figura 4.9 (d)). Ademas, se utilizaron células tratadas Unicamente con los
VDOSLFKUYyOLGRY HQ FRQFHQWUDFLRQHY SRVLEIH\FLW RRRRB|

los efectos estrogénicos de los mismos.

Puede observarse que los salpichrdlidos naturald3 WG @) revierten completamente el
efecto del estradiol a una concentracién dé 0 no observandose diferencias significativas en la
proliferacion respecto del control de células no estimuladas (Figura 4.9 (a y c)). Las
concentraciones de inhibicibn media 4dCcalculadas para los salpichrélidos B3 ¢ G @) son de
9,97x10® M y 1,78x10° M, respectivamente. Ademas, el salpichrélido4p riuestra un efecto
antiestrogénico significativo a partir de concentraciones del orden 8eVi1En el caso del
salpichrélido natural B2), que a diferencia de los anteriores posee un hidroxilo en lugar de
carbonilo en posicién lel efecto del estradiol se revierte a concentraciones menored & 10
(Figura 4.9 (b)), evidenciando una mayor actividad de este compuesto que presentg dea IC
1,41x10" M. Por medio de los controles realizados con células no estimuladasstfatadanente
con los salpichrolidos ensayadésQ FRQFHQWUD FLR Q HpeGetHbbsen@i@e \que |ds
salpichrélidos naturales Al y G (@) carecen de actividad estrogénica, ya que no producen
estimulacion de la proliferacion celular y tampoco presentan actividad citotoxica a las
concentraciones evaluadas. Sin embargo, el salpichrélido nati2al B(FRQFHQWURKRLYQ G
ausencia de estradiol, produce una disminucién significativa de la proliferacion respecto del control
de células no estimuladas, mostrando actividad antiproliferativa sobre células tumorales. La posible

actividad citotoxica fue descartada por la observacion de las células al microscopio.
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Los analogos sintetizad®Y y 28 fueron evaluados de la misma forma observandose los

resultados obtenidos en la Figura 4.10.

Compuesto 27 Compuesto 28
2009 | ns | 300~ ns
ok [ —
% % *k*k
5 =~ 150+ 5~
g9 25 2004
o = =
28 100 28 -
€3 835
5 9 it e N +++ "
IS &\0/ g &\o, 100+ +++ +
[= 50+ [=
T T
O' T T T T 1 0' T T T T 1
C 10 1 ICl E, -10 -9 -8 -7 -6 c 10 1 i E, -10 -9 -8 -7 -6
nM uM Conc. 27 (log M) nM uM Conc. 28 (log M)
(a) (b)

Figura 4.10. a) Actividad antiestrogénica del compue&n b) Actividad antiestrogénica del
compuesto28. (C = células no estimuladasp( FpOXODV WUDWDGDV FRQ
concentraciones de 10 nMp( \ 0p); E; = células estimuladas con estradiol en concentracion
de 10" M; ICI: células tratadas conyEen concentracién de 1M + ICI en concentracién de 1

UM (p); ns = no significativo*** = diferencia significativa respecto de C con P < 0,001; +, ++,

+++ = diferencia significativa respecto dgdén P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001 respectivamente).

El andloga27 posee la misma funcionalidad en el anillo A que el salpichrélid?),Bbéroa
diferencia de este ultimo no presenta actividad antiestrogénica hasta una concentracion mayor de
107 M, sin embargo inhibe completamente la estimulacién por esteadia concentracion de 20
M (Figura 4.10 (a)). El andlog®8, que presenta la misma funcionalidad en el anillo A que el
salpichrélido A (), muestra una actividad similar a la de este compuesto, inhibiendo
significativamente la accion del estradiol a concentracién deMLQFigura 4.10 (b)). La potencia
observada para ambos compuestos es similar, obteniéndose symariCel compuest@8 de
4,98x10° M, frente al valor de 9,97xF0M obtenido para el salpichrélido A)(
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Compuesto 26
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Figura 4.11. a) Resultados obtenidos con el compued®p b) Resultados obtenidos con el
compuesta26, c) Actividad antiestrogénica del compueg® (C = células no estimulada® (

células tratadas con salpichrélidos en concentraciones de 10pnM\ ( 0p); E; = células
estimuladas con estradiol en concentracion d8 M0 ICI: células tratadas conpEn concentracion
de 10'°M + ICI en concentracién de 1 pM). ns = no significativo*** = diferencia significativa
respecto de C con P < 0,001; ++, +++ = diferencia significativa respectpam P < 0,01, P <

0,001 respectivamente).
El compuest@5, el cual posee en el anillo B urDb Depoxido, funcionalidad caracteristica

de los salpichrélidos naturales, no presentd actividad antiestrogénica a las concentraciones

evaluadas (Figura 4.11 (a)). Por su parte, el comp@éstpe posee un 56 -epoxido no presente
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en los salpichrolidos naturales, tampoco mostrd actividad como antagonista de ER, ya que no se
observa disminucion de la estimulacion en forma significativa respecto del control de estradiol a las

concentraciones evaluadas (Figura 4.11 (b)).

El compuesta?2, el cual de las funcionalidades presentes en los salpichrolidos naturales
so6lo posee el anillo D aromético, mostré actividad antiestrogénica a partir de una concentracion de
107 M, revirtiendo completamente el efecto agonista del estradiol a una concentraciéh e 10
(Figura 4.11(c)). La potencia mostrada por el compu2BtdCs, de 1,44x10 M) essimilar a la
observada en el salpichrélido naturalid (ICso 9,97x10% M).

El hecho de que un analogo sencillo de los salpichrdlidos, que no posee ni la cadena lateral
ni las funcionalizaciones en anillos A y B presentes en éstos, presente actividad antiestrogénica
similar a la de los compuestos naturales, sugiere que el motivo estructural mas importante presente
en los salpichrélidos, en relacion con la actividad antiestrogénica, es el anillo D aromético. Sin
embargo, que no se haya observado actividad antiestrogénica para los conjsneg@sindica
gue la sola presencia del anillo D aromatico no es suficiente para que los compuestos posean
propiedades antiestrogénicas, por lo que otros factores estructurales estarian implicados en la
adecuada union al LBD-ER que determina el efecto antagonista. En el caso de los catbpuesto
26, la presencia de un grupo epdo, ya sea en posicion R, estaria modificando la forma de
unién al LBD lo que produciria la eliminacion del efecto antagonista observado en el &2alogo

Es de destacar que la proliferacién celular en el tratamiento con una concentraciéde 10
del compuest@2 es inferior a la obtenida en el control con células no estimuladas. Esto seria un
indicio de que el analog@2 tendria las caracteristicas de un SERD (selective estrogen receptor
down-regulator), ya que ademas de ser un antagonista puro de ER, produciria la disminucion de la
concentracion de este receptor en la célula, disminuyendo asi la proliferacion por debajo del nivel

basal.
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4.3 Actividad antifingica

Antecedentes

La mayoria de los agroquimicos usados en la actualidad son de origen sintético y, en
general, se trata de compuestos de considerable toxicidad, baja especificidad y baja
biodegradabilidad. Su acumulacion en reservas de agua y suelos produce contaminacién ambiental
y por lo tanto problemas de salud en animales y humanos (Marrs et al., 1989; Marrs et al., 1991; de
Snoo, 1999 y Schrader et al., 2010). Estos hechos motivaron la busqueda de estrategias alternativas
para el control de pestes, entre las cuales se incluyen el uso de sustancias naturales odderivados

ellos que posean baja o ninguna toxicidad (Copping et al., 2007).

Muchos de los cultivos econdmicamente importantes para nuestro pais son afectados por
enfermedades producidas por hongos y contra muchos de ellos no existe tratamiento eficaz. Es de
destacar el caso de la soja, dado que Argentina ocupa el tercer lugar mundial como ptedactor
misma y el primero como exportador de aceite de soja (Foreign Agricultural Service, 280, y
2010). Una de las principales enfermedades que afectan la calidad y cantidad de sus cosechas
produciendo pérdidas econdmicas considerables, es el sindrome de muerte repentina (Aoki et al.
2005). Esta enfermedagk producida por hongos fitopatégenos tales como Fusarium splani

Fusarium virguliforme.

Ensayos de actividad antifungica de salpichrélidos naturales y analogos sintéticos

Los ensayos de actividad antifungica fueron realizados por el grupo de la Dra Gabriela
Cabrera (Dpto. de Quimica Organica, FCEN, UMYMFOR-CONICET-UBAlizando el método
de bioautografia sobre silica gel. Los hongos patdgenos que se usaron como blanco fueron el
Fusarium solany Fusarium virguliforme, utilizando al fungicida comercial Benoniyl§) como
testigo (Figura 4.12). Para la determinacion de la concentracion de minima inhibicion éMIC) s

utilizé el método de microdilucion.
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105

Figura 4.12.Fungicida comercial Benomyl.

Los resultados obtenidos, que se presentan en la Tabla 4.2, muestran que todos los
compuestos presentan una actividad inhibitoria del crecimiento para ambas cepas de hongos
ensayadas. Los salpichrélidos naturalesly B (2) y G @) presentaron una buena actividad
inhibitoria en relacibn con el Benomyl. Los analogos sintéticos mostraron ser, en general,
levemente menos activos que los naturales, a excepcion de los compuestos epoxidados. El isomerc

-epoxido @5) presentd una actividad similar a la de los salpichrélidos naturales, mientras que
HO -epodxido @6) mostr6 una mayor actividad y una menor concentracion minima de
inhibicion. También puede observarse, tanto en los salpichrélidos naturales como en los sintéticos,
gue los compuestos con un grupo hidroxilo en las posiciones 1 o 3 poseen mayor actividad
inhibitoria que aquellos que presentan otra funcionalizacidbn en esas mismas posiciones. Eso se ve
reflejado en el caso del salpichrélido B €uya actividad inhibitoria es levemente menor (Ivb ¢
de inhibicién en la bioautografia) a la que exhibe el salpichrolid?) BL(7 cm), presentado como
Unica diferencia estructural un grupo carbonilo en posicién 1 en lugar de un hidroxilo. Lo mismo
ocurre con los analogos sintéticos en donde el compuesto con grupo hidroxilo en pog@on 1 (
mostro exactamente el doble de la actividad inhibitoria exhibida por el compuesto con grupo
carbonilo en esa posicidér8) en los experimentos con ambos hongos, asi como la mitad de su
concentracion minima inhibitoria. De la misma manera los compuestos acetilados en po&itién 3 (
y 23) mostraron actividades menores y mayores MIC que sus analogos con hidroxil@2igre (
24).
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21 R = AcO 23 R =AcO 25 50,50 27 R = aOH, BH
22 R =0OH 24R=0H 26 5p,6B 28R=0

Figura 4.13. Salpichrdlidos naturales y analogos sintetizados a los que se midié su actividad

antifangica.

Tabla 4.2.Resultados de los ensayos de bioautografia y MIC.

Fusarium virguliforme Fusarium solani

Compuesto Bioautografia MIC Bioautografia MIC
(cm)? 0) (cm)? 0)

1 1,540,2 33 1,540,2 33
1,740,2 33 1,540,2 33

4 1,3+0,2 32 1,2+0,2 32
21 0,7+£0,1 141 0,6+0,1 141
22 1,0+0,1 80 0,9+0,1 80
23 0,5+0,1 142 0,4+0,1 142
24 1,2+0,1 48 1,1+0,1 48
25 1,5+0,1 46 1,240,1 46
26 2,0£0,2 31 1,840,2 31
27 1,2+0,2 81 1,0+0,2 81
28 0,6+0,1 161 0,5+0,1 161
Benomyl 3,0+0,2 2 2,0+0,2 2

4Diametro de la zona de inhibicion en cm. Valor promedio + error estandar de tres experimentos
independientes utilizando 58 de compuesto por spot.
6 Ry/spot
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En base a estos resultados podemos concluir que los anélogos de salpichrolidos con cadena
lateral simplificada demostraron poseer un gran potencial como antifingicos, en especial aquellos
con un epoxido en posicion 5,6, debido a su alta actividad. Por ejemplo, dichos compuestos podrian
ser dilizados en forma conjunta con los antifingicos comerciales actuales, con el fin de disminuir
su concentraciory, de esta forma, su toxicidad. Si bien no se han realizado estudios de toxicidad en
células humanas, el hecho de la ausencia de toxicidad en la incubacion in vitro de células tumorales

humanas MCF-7 con estos compuestos (Figuras 4.9, 4.10 y 4.11), resulta muy promisoria.
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Parte experimental



Parte experimental

5.1 Generalidades

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato de Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros IR se determinaron en un espectrofotometro FT-IR Magna 550 sobre discos
de KBr.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RIMN de carbono (RMN
13C) se realizaron en un espectrémetro Bruker AC-200 a 200,13 y 50,32 MHz, respectivamente o en
un espectrometro Bruker Advance 1l 500 a 500,13 y 125,77 MHz, respectivamente. En todos los
casos se utilizdé cloroformo deuterado como solvente, en tubos de 5 mm de diametro, Los
desplazamientos quimicos para RMM VH H[SUHVDQ HQ OD HVFDOD / HQ S
respecto de la sefial correspondiente al trimetilsilano utilizado como referencia interna (0,00 ppm).
Las constantes de acoplamiento (J) de expresan en Hz. Las sefiales se indican eo cad#ca
singulete (s), singulete ancho (sa), doblete (d), triplete (t), cuarteto (c), quinteto (q), doble doblete
(dd), multiplete (m) y doblete ancho (da). Los desplazamientos quimicos de*#MM expresan
en ppm utilizando como referencia el pico central correspondiente a la sefial del cloroformo
deuterado (77,0 ppm).

Las asignaciones completas de los espectros protdnicos Cdee los compuestos
descriptos fueron realizadas utilizando una combinacion de técnicas mono y bidimensionales. La
estrategia basica utilizada consisti6 en la medicién de los espectros deHRMRC, asignando la
mayor cantidad de sefiales posible. El paso siguiente fue la medicién de un espectro de correlacion
heteronuclear (HETCOSY o HSQC) con desacople’H para obtener los desplazamientos
guimicos de cada uno de los protones de la regién de mayor superposicion de sefiales (0,8-2,4 ppm).
La verificacion de estas sefales se realiz6 por comparacion con los espectros de correlacion
homonuclear y heteronuclear COSY 45 y HMBC, respectivamente. Cuando fue necesario
determinar o confirmar la orientaciéon espacial de algun grupo presente en la molécula se recurrio al
espectro NOESY.

Los espectros de masa de alta resolucion (EMAR) se realizaron en un espectrémetro Bruker
microTOF-Q Il (LANAIS-EMAR, CONICET-FCEN, UBA).

Las reacciones asistidas por microondas fueron realizadas en un reactor CEM Discover en
tubo cerrado con power max habilitado.

Las cromatografias analiticas en capa delgada (CCD) se realizaron utilizando k& técnic

ascendente en soportes de aluminio (Silica gel 60 F254, Merck). La deteccion se hizo por inmersion
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de las placas en una solucién d&sS8, 20% en etanol o Ce(SJR 0,1% m/V y M@O.4(NH4)s 5%
m/V en HSO, 10% Yy posterior calentamiento a 120°C o por deteccion al UV (254 nm).

Las cromatografias en capa delgada preparativas para muestras de hasta 25 mg se realizaror
en cromatoplacas para CCD en soporte de aluminio (Silica gekfS0IErck).

Las cromatografias flash en columna se realizaron utilizando Silica gel 60, malla 230-400
Merck o Florisil y aplicando presion con nitrégeno para acelerar el paso del solvehteid@l el
cual se indica en cada caso.

Las cromatografias flash en columna seca se realizaron utilizando silica gel (Silic&gel 60
Merck) empleando embudos con placas filtrantes de vidrio sinterizado y haciendo vacio para
acelerar el paso del solvente de elucion, el cual se indica en cada caso.

Las muestras para microanalisis fueron secadas a 60°C en vacio durante 2 horas con
pentoxido de fésforo como agente desecante. Los microanalisis fueron realizados por la Lic. Maria
de las Mercedes Rivero (UMYMFOR, CONICET-FCEN, UBA).

Todos los solventes utilizados fueron purificados previamente por destilacion fraccionada a
excepcion del DMSO. Los solventes anhidros fueron destilados bajo atmdsfera de nitrégeno y luego
tratados de la forma que se detalla a continuacién
Diclorometano: se sec6 sobre pentdxido de fosforo durante 24 h y se destilé recogiéndolo sobre
tamiz molecular de 4 A,

Acetonitrilo: se refluj6 5 h sobre hidruro de calcio y se destilé recogiéndolo sobre tamiz molecular
de 4 A.

Tetrahidrofurano: se seco inicialmente sobre hidruro de calcio durante 18 h, se reflujé sobre cinta
de sodio y benzofenona hasta observarse coloracién azul. Se destilé inmediatamente antes de usar.
Eter etilico: se paso por columna de alimina, se secé primero sobre hidruro de calcio durante 24 h'y
luego se reflujé sobre cinta de sodio y benzofenona hasta coloracién azul. Se destilé antes de usar.

Dimetilformamida: se sec6 sobre tamiz molecular de 4 A activado.
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Metodologias empleadas para la preparacion de los reactivos utilizados

Preparacion de IBX

Se agrego0 acido 2-iodobenzoico (2,50 g; 0,010 mmol) a una solucién de Oxone® (9,00 g;
0,014 mmol) en agua (32,5 mL). La mezcla de reaccion se calenté hasta 70-73 °C durante 20
minutos y luego a esta temperatura se agitdé durante 3 horas. La suspension resultante se enfrio e
5°C y se mantuvo a esta temperatura durante 1,5 horas con agitacion suave. La mezcla fue filtrada a
través de un filtro de vidrio sinterizado y el solido se lavo repetidamente con agua (6 X 5 mL) y
acetona fria (2 x 5 mL). Se obtuvo un sélido blanco, cristalino que se dejé secar a temperatura
ambiente durante 16 horas (2,25 g; 80%) (Frigerio et al., 1999).

Preparacion de DBUHBTr;

A una solucién de bromo (2,24 g; 14 mmol) en cloroformo anhidran(d5se agreg6 gota a
gota y a una solucion de DBU (1,06 g; 7 mmol) en cloroformo anhidro mientras se agitaba a una
temperatura de 0 ~ 5 °C. Al agregar el bromo aparecié un sélido naranja. La mezcla se agité durante
2 horas, luego se filtrd y se lavo el sélido con cloroformo rfil). Se obtuvo el complejo
DBUHBTr3 (2,25 g, 82%) de punto de fusion (122-123) °C (Bakavoli et al., 2010).

Preparacion del complejo DABCO-Bromo

Una solucién de bromo (4,00 g; 31,2 mmol) en cloroformo anhidrmm{9Ge agrego gota a
gota a una solucién de DABCO (1,34 g; 12 mmol) en cloroformar(RP con agitacién. Con el
agregado del bromo aparecié un solido amarillo. La mezcla se agité por una hora seldidtgd,
se lavo el solido obtenido con cloroformo y se secO. Se obtuvo un sélido amarillo (4,29 g; 91%)
correspondiente al complejo tetramérico JABCO),(HDABCO),(Br)2(Brs)4], que descompone a
161°C (Heravi et al., 2005).

Preparacion de Znk

A una solucién de iodo (120,2 mg; 0,470 mmol) en éter etilico (3 mL) se agreg6 Zn (30,7
mg; 0,470 mmol) previamente tratado con lavados consecutivos de HCI| 1M, agua, etanol y secado
en estufa. La suspension se agitd en oscuridad a temperatura ambiente durante toda la noche.
Posteriormente, se evapord el éter etilico por corriente de nitrdgeno y calentamiento a 35°C,
obteniéndose Zpl150 mg).
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5.2 Compuestos sintetizados

-Acetoxi- .H-pregnan-20-ol (33)

AcO AcO AcO

El acetato de pregnenolona (4,00 g; 11,2 mmol) se disolvid en acetato de etilo) (3@ la
solucién se agreg6 Pd/C 10% (0,200 g). La mezcla se hidrogené a temperatura ambiente y 50 psi de
presion durante 22 horas, y se filtr6 a través de una columna de silica gel. Por evaporacion del
solvente se obtuvo el compue8®(4,04 g; 100%) como un solido blanco.
RMN *H (200,13 MHz, CDG) G4,71 (1H, m, H-3); 2,53 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-17); 2,11 (3H, s,
H-21); 2,02 (3H, s, acetato); 0,82 (3H, s, H-19); 0,60 (3H, s, H-18).
IES-EMAR : [M+Na]" 383,2581 (calculado para{EssNaOs: 383,2557).

A una solucién del compuesB2 (4,04 g; 11,2 mmol) en CE&l, (100mL) y metanol (100
mL) a O se le agregé NaBH0,848 g; 22,4 mmol) y la mezcla se agit6 durante 40 min. La
mezcla de reaccion se acidifico con HCI 1M hasta pH 7 y se concentro al tercio del volumen. A este
residuo se le agregd agua y se extrajo copGHLa fase organica se lavd con agua, se sec6 con
NaSO, anhidro y se evaporo el solvente. El sdlido resultante se purificé por cromatografia flash
(silica gel, hexano/acetato de etilo 96:80:20) obteniéndose el compue&®® como un sélido
blanco (3,63 g; 90%).
RMN !H (200,13 MHz, CDG)) &4,68 (1H, m, H-3); 3,73 (1H, m, H-20); 2,02 (3H, d, J = 6,1 Hz,
H-21); 0,83 (3H, s, H-19); 0,75 (3H, s, H-18).
IES-EMAR : [M+Na]" 385,2706 (calculado para4ElzsNaOs: 385,2713
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-Hidroxi-17,18-ciclo- .H -pregnan-20-ona (29)

AcO AcO

A una solucion del compues83 (3,00 g; 8,27 mmol) en G&l, (90mL) y CCl, (90 mL)
anhidros, se le agrego6 DIB (2,67 g; 8,27 mmol 2]10 g, 8,27 mmol). La mezcla de reaccién fue
vigorosamente agitada a 25°C e irradiada con lampara de tungsteno de 300W (5000 Im) bajo
atmésfera de nitrégeno durante 2 horas. La solucion se lavd con solucion saturags,Og Se
secO con NgBO, anhidro y se evaporo el solvente. El sdélido resultante se filtrd por florisil para
eliminar el iodobenceno (eluyentes: hexano y acetato de etilo). Luego de evaporar el solvente de la
fraccion de acetato de etilo se obtuvo un residuo amarillddY¢3,64 g).

RMN *H (200,13 MHz, CDGJ)) G4,71 (1H, m, H-3); 4,13 (1H, m H-20); 3,33 (1H, d, J = 12,0 Hz,
H-18.); 3,13 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-18 2,02 (3H, s, acetato); 0,83 (3H, s, H-19).

A una mezcla de PCC (6,43 g; 29,8 mmol), BaC&82 g; 19,4 mmol) y tamiz molecular
de 3 A (5,24 g) en Cil, anhidro (70mL) bajo atmosfera de nitrogeno a temperatura ambiente, se
le agreg6 una solucion del crudo obtenido anteriormente e@lgskco (50mL), y se continud la
agitacion. La mezcla de reaccion se agité durante 45 min, luego se diluy6 con éfitrdy ser
florisil (eluyente: éter/diclorometano 1:1). Por evaporacion del solvente se obtuvo un residuo
amarillento 85) (3,09 g).
RMN *H (200,13 MHz, CDGJ)) G4,69 (1H, m, H-3); 3,25 (1H, d,= 3,2 Hz, H-18); 3,17 (1H, d,
J=3,2 Hz, H-18); 2,28 (3H, s, H-21); 2,02 (3H, s, acetato); 0,83 (3H, s, H-19).

El residuo anterior se disolvido en MeOH (28Q) y se agregd una solucién de NaOH 10%
en agua (37,BnL). Luego de agitar 15 minutos a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrogeno
la mezcla se llevd hasta pH 7 con HCI 1N, se diluyé con agua y se concentré hasta weltercio
volumen. Este residuo se extrajo con,CH. La fase organica se lavo con solucién saturada de
NaCl, se sec6 con NaO, anhidro y se evaporo el solvente. El solido resultante se purificd por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 9960040), obteniéndose el compuesto
29 como un soélido blanco (1,47 g; 56% de88g
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IR KBr : 3442,1; 2926,7; 2860,3; 2359,6; 2341,6; 1669,1; 1046,7; 669,2; 647%,0 cm

RMN 'H (500.13 MHz, CDG) G3,60 (1H, tt, J = 10,9 y 4,8, H-3); 2,16 (1H, m, H:t2,16
(1H, s, H-21): 1,92 (1H, dd, J = 12,4 y 7,5 Hz, H}2,85 (1H, m, Ht5 ): 1,81 (1H, m, H-2);
1,78 (1H, m, H-1); 1,72 (1H, m, H-7); 1,72 (1H, m, H-16); 1,69 (1H, m, H-11): 1,58 (1H, m,
H-4.); 1,51 (1H, m, H-9); 1,45 (1H, m, H-1§ 1,41 (1H, m, H-2); 1,30 (1H, m, H-4); 1,28 (2H,

m, H-6); 1,14 (1H, m, H-5); 1,18 (1H, m, H-251,18 (1H, d, J = 4,5 Hz, H-18 1,17 (1H, m, H-

8); 1,01 (1H, m, H-1); 0,99 (1H, m, H-7); 0,90 (1H, dJ = 4,3, H-18); 0,79 (3H, s, H-19); 0,79
(1H, m, H-11); 0,76 (1H, m, H-14).

RMN '°C (125,77 MHz, CDG) G208,03 (C-20); 71,24 (C-3); 53,82 (C-14); 49,93 (C-9): 46,38
(C-17): 44,66 (C-5); 43,26 (C-13); 40,84 (C-8); 38,11 (C-4); 37,11 (C-1); 35,61 (C-10); 31,88 (C-
7); 31,46(C-2); 29,62 (C-16); 29,13 (C-12); 28,76 (C-21); 28(@46); 25,67 (C-15); 24,47 (C-11);
19,39 (C-18); 12,31 (C-19).

IES-EMAR: [M+Na]" 339,2304 (calculado para€Ei;;NaO,: 339,2295).

-Acetoxi-17,18 -ciclo- .H- .-pregnan-20-ona (38)

AcO

Una solucion del compuesf® (1,40 g; 4,42 mmol) en CEl, (21 mL) se tratdé con A©
(3,50 mL), piridina (1,40mL) y DMAP (0,2 mg) durante 2 horas a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se diluyd con £H, se lavo tres veces con HCl 1M, luego tres veces con
solucion saturada de NaHGQ finalmente una vez con solucion saturada de NaCl. La fase
organica resultante se seco con®@, anhidro y se evaporé el solvente. El residuo obtenido se
purifico por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato 9980020) obteniéndose el
compuest@8 como un sdlido blanco (1,49 g; 94%).
IR (KBr): 2928,0; 2870,1; 1720,5; 669,3 ¢m
RMN H (500,13 MHz, CDG)) G4,69 (1H, tt, J = 5,1 Hz, H-3); 2,17 (3H, s, H-21); 2,16 (1H, m,
H-12.); 2,02 (3H, s, 3-acetato); 1,92 (1H, dd, J = 12,5y 7,4 Hz, B-:1284 (1H, m, H-15); 1,82
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(1H, m, H-2.); 1,79 (1H, m, H-1); 1,71 (2H, m H-16 y H-7 ); 1,69 (1H, m, H-11); 1,61 (1H, m,

H-4.); 1,52 (1H, m, H-9); 1,50 (1H, m, H-2 1,44 (1H, m H-16); 1,36 (2H, m, H-4); 1,25 (2H,

m, H-6); 1,20 (1H, m, H-5); 1,17 (1H, m, H-151,18 (1H, d, J = 3,8 Hz, H-1B 1,16 (1H, m, H-

8); 1,05 (1H, m, H-1): 0,99 (1H, m, H-7); 0,88 (1H, dJ = 4,4 Hz, H-18); 0,80 (1H, s, Ck19);

0,78 (1H, m, H-11); 0,77 (1H, m, H-14).

RMN °C (125,77 MHz, CDG)) G207,99 (C-20); 170,71 (3-acetato); 73,62 (C-3); 53,68 (C-14);
49,85 (C-9): 46,38 (C-17); 44,46 (C-5); 43,24 (C-13); 40,80 (C-8); 36,86 (C-1), 35,61 (C-10), 33,94
(C-4), 31,78 (C-7); 29,53 (C-16); 29,14 (C-12); 28,80 (C-21); 28,31 (C-6); 27,40 (C-2); 25,62 (C-
15); 24,48 (C-11), 21,45 (3-acetato); 19,32 (C-18); 12,21 (C-19).

IES-EMAR : [M+H]" 359,2589 (calculado para{E::0s: 359,2581).

-Acetoxi-17(130 18)-abeo- .H-17-pregnen-20-ona(31)

O]
|

AcO AcO

|f|

38

A una solucion de la ciclopropilcetoB8 (1,40 g; 3,91 mmol) en 1,2-dicloroetano (180)
se agreg0 gota a gota BEL,O (349 /; 1,86 mmol). Luego de agitar durante 1,5 horas a 50°C, la
mezcla se volcod sobre una solucion de NaklG@ en agua y se extrajo con £Hp. La fase
organica se seco sobreJS&, anhidro y se evaporo el solvente. El residuo obtenido se purificé por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 90:10) obteniéndose el corBpuwesim
un solido blanco (1,22 g; 87%).
Punto de fusién (128-130) °C (acetato de etilo-hexano).
IR KBr : 2938,2; 2850,1; 1733,5; 1666,2; 1370,6; 10854
RMN *H (500,13 MHz, CDG) G6,57 (1H,sg H-18); 4,69 (1H, m, H-3); 2,46 (1H, m, H-16
2,28 (3H, s, H-21); 2,08 (1H, m, H-1p 2,06 (1H, m, H-16); 2,02 (3H, s, 3-acetato); 2,02 (1H, m,
H-7 ); 1,87 (1H, m, Ht2 ); 1,86 (1H, m, H-11); 1,84 (1H, m, H-13); 1,82 (1H, m, H:P, 1,78
(1H, dt, 13,0 y 3,6 Hz, H-); 1,62 (1H, m, H-4); 1,49 (1H, qd, J = 12,0y 3,8 Hz,H)2 1,36 (1H,
m, H-4); 1,27 (2H, m, H-6); 1,19 (1H, m, H-5); 1,16 (2H, m, H-}H-12.); 1,13 (1H, m, H-8);
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1,03 (1H, m, H-1); 0,99 (1H, m, H-15); 0,88 (1H, m H-7); 0,79 (3H, s, H-19); 0,79 (1H, m, H-
14): 0,78 (1H, m, H-9).

RMN C (125,77 MHz, CDG)) G 199,64 (C-20); 170,68 (3-acetato); 145,08 (C-17); 138,54 (C-
18); 73,60 (C-3); 53,34 (C-9); 45,32 (C-14); 44(€35); 42,37 (C-13); 40,58 (C-8); 36,63 (C-1);
35,66 (C-10); 33,89 (C-4); 32,45 (C-12); 30,47 (C-7); 28,29 (C-6); 27,40 (C-2); 25,79 (C-11); 25,30
(C-21); 24,97 (C-15); 24,12 (C-16); 21,46 (3-acetato); 12,14 (C-19).

IES-EMAR : [M+H]" 359,25805 (calculado para#8zs0s: 359,25807.

Tratamiento d81 conDBUHBr 3

A una solucién del compues®i (15 mg, 0,0419 mmol) en acetonitrilo (1,0 mL) se le
agregd DBUHB;j (59 mg, 0,126 mmol) y la mezcla se calent6 a reflujo durante 30 min. Luego se
evaporé el solvente, el residuo se redisolvio con@Hy se extrajo con HCI 1,0 M. La fase
organica se lavo con solucion de NaHG@turada y finalmente con solucion de NaCl saturada. Por
altimo, se secd con NGO, anhidro, se evaporé el solvente y el residuo obtenido se purificé por
cromatografia flash (hexano-acetato de etilo @396:10) obteniéndose el compue8®(19,8 mg,
88%).

Tratamiento d81 conDABCO-Bromo

A una solucion del compuesid (6,4 mg; 0,0179 mmol) en acetonitrilo (0,5 mL) se agrego
el complejo tetramérico [(DABCQO),(HDABCO),(Br)2(Br3)4] (56 mg; 0,0355 mmol) y la mezcla
se calenté a reflujo durante 20 min. Luego se evaporo el solvente, el residuo se redisolviéo con
CH.CIl, y se extrajo con HCI 1,0 M. La fase organica se lavé con solucién de Nas#i@@ada y
finalmente con soluciéon de NaCl saturada. Por ultimo, se secé ¢@ONanhidro, se evaporo el
solvente y el residuo obtenido se purificé cromatografia flash (hexano-acetato de etlO@3®)

obteniéndose el compues3d (8,68 mg, 90%).
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-Acetoxi-17,18.-dibromo-17(130 18)-abeo- .H- .-pregnan-20-ona(39)

A una solucion del compuesdd (1,20 g; 3,35 mmol) en 1,2-dicloroetano (h4) a O en
oscuridad, se agrego una soluciéon de &r CCl 25% m/V (2,57mL; 4,02 mmol). Luego de 10
minutos de agitacion la mezcla se volc6 sobre una solucién saturadaSies.Na fase acuosa se
extrajo con CHCI,, la fase organica se secé sobre3@ anhidro y se evaporo el solvente. El
residuo obtenido se purific6 por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo
95:5090:10) obteniéndose el compue8fbcomo un sélido blanco (1,61 g; 93%).

Punto de fusion (175-177) °C (acetato de etilo-hexano).

IR (KBr): 2937,3; 2862,1; 1719,5; 1448,2; 1244,8; 1027,1; 736,8 cm

RMN *H (500,13 MHz, CDGJ)) G4,68 (1H, m, H-3); 4,55 (1ka H-18); 2,44 (3H, s, H-21); 2,31
(1H, ddd, J = 16,2, 12,7, 3,9, H-26 2,14 (1H, m, H-16); 2,03 (1H, m, H-15); 2,02 (3H, s, 3-
acetato); 2,00 (1H, m, H-J: 1,95 (1H, m, H-13); 1,84 (1H, m, H-1t 1,83 (1H, m, H-2); 1,78
(1H, dt, J = 13,0 y 3,3 Hz, H-); 1,62 (1H, m, H-4); 1,55 (2H, m, H-12); 1,49 (1H, m, H-P
1,36 (1H, m, H-4); 1,35 (1H, m, H-15); 1,33 (1H, m, H-6); 1,24 (1H, m, H-6); 1,18 (1H, m, H-
11.); 1,17 (3 H, m, H-5, H-8 y H-14); 1,02 (1H, td, J = 13,4 y 3,7, H-0,90 (1H, m, H-7); 0,79
(3H, s, H-19); 0,77 (1H, m, H-9).

RMN C (125,77 MHz, CDGJ)) G198,79(C-20); 170,68(3-acetato); 73,56 (C-3); 71,59 (C-17);
61,47 (C-18); 52,43 (C-9); 43,90 (C-5); 41(@8); 40,78(C-13); 40,57 (C-14); 36,58 (C-1); 35,61
(C-10); 33,83(C-4); 31,83 (C-12); 30,57 (C-7); 29,18-16); 28,25 (C-6); 27,35 (C-2); 25,1€C-
15); 24,66 (C-11); 23,4@C-21); 21,45 (3-acetato); 12,1C-19).

IES-EMAR : [M+Na]* 539,0780 (calculado para4ElzsBroNaOs: 539,0767).

Microanalisis: Calculado par&,3H34Br,03 C: 53,30; H: 6,61. Experimental C: 53,26; H: 7,06.
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-Acetoxi-17(130 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trien-20-ona (21)

AcO

A una solucién del compues89 (1,60 g; 3,09 mmol) en acetonitrilo (80L) se agrego
DABCO (1,39 g; 12,4 mmol). Luego de agitar durante 1,5 horas a reflujo la mezcla se volco sobre
HCI 1N (40mL) y se concentré la solucién hasta un tercio del volumen. Luego se extrajo con
CH.Cl, y la fase organica se lavo con solucion de Naki€furada y finalmente con solucion de
NaCl saturada. Por ultimo, se sec6 soNe@SQO, anhidro y se evapord el solvente. El residuo
obtenido se purificd por cromatografia flash (silica gel,@}§) obteniéndose el compues?d
como un sélido amorfo (964 mg; 88%).

IR KBr : 2940,9; 2860,2; 1731,5; 1681,6; 1604,4; 1361,0; 1247,1; 1028,0; 735,5 cm

RMN *H (500,13 MHz, CDQ) G7,71 (1H, dd, J = 8,2 y 1,9, H-16); 7,66 (1H, d, J = 1,8, H-18);
7,38 (1H, d, J = 8,1, H-15); 4,73 (1H, m, H-3); 2,88 (2H, m, H-12); 2,72 (1H, td, J = 11,6 y 3,7, H-
8); 2,57 (3H, s, H-21); 2,50 (1H, d@j= 12,8 y 3,6, H-7), 2,04 (3H, s, 3-acetato); 1,98 (1H, de; J
12,8y 2,8, H-11); 1,91 (1H, m, H-1); 1,89 (1H, m, H-2); 1,69 (1H, m, H-4); 1,58 (1H, m, H-

2 ); 1,50 (2H, m, H-6); 1,41 (2H, m, H-4 H-11); 1,30 (1H, m H-7); 1,27 (1H, m, H-5); 1,12

(1H, m, H-1.); 1,11 (1H, m, H-9); 0,88 (3H, s, H-19).

RMN **C (125,77 MHz, CDG) 198,16 (C-20); 170,66 (3-acetato); 147,05 (C-14); 137,26 (C-
13); 134,51 (C-17); 128,69 (C-18); 126,33 (C-15); 125,66 (C-16); 73,47 (C-3); 50,62 (C-9); 43,91
(C-5); 38,18 (C-8); 36,36 (C-1); 35,85 (C-10); 33,67 (C-4); 31,75 (C-7); 30,73 (C-12); 28,71 (C-6);
27,25 (C-2); 26,53 (C-21); 22,52 (C-11), 21,42 (3-acetato); 11,52 (C-19).

IES-EMAR : [M+H] " 355,2273 (calculado parg4El3;0s: 355,2268).
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Parte experimental

-Hidroxi-17(13 0 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trien-20-ona (22)

A una solucion del compuestd (76,2 mg; 0,215 mmol) en THF (36L) y MeOH (30mL)
se agregd una solucién acuosa de KOH 5% (inR2». Luego de agitar 1 hora a temperatura
ambiente, la solucién se neutralizé pH 7, se concentré a un tercio del volumen y se extrajo con
CH.Cl,. La fase organica se seco con8@, anhidro y se evaporo el solvente. El residuo obtenido
se purificé por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 70:30) obteniéndose el
compuest@2 como un solido blanco (57,8 mg; 86%).
Punto de fusion (153-154) °C (acetato de etilo-hexano).
IR KBr : 3409,3; 2928,6; 2858,4; 1678,7; 1603,9, 1447,4; 1360,3; 1309,4; 1290,4; 1268,9; 1076,0;
1046,9; 735,6 cin
RMN *H (500,13 MHz, CDG)) G7,71 (1H, dd, J = 8,2y 1,8, H-16); 7,66 (1H, sa H-18); 7,39 (1H,
d, J = 8,2, H-15); 3,65 (1H, m, H-3), 2,86 (2H, m, H-12); 2,73 (1H, td, J = 11,6 3,6, H-8); 2,57
(3H, s, H-21); 2,51 (1H, dq, J = 12,8 y 3,4, H:71,99 (1H, m, H-11); 1,89 (1H, m, H-1); 1,88
(1H, m, H-2); 1,65 (1H, m, H-4); 1,51 (2H, m, H-6); 1,50 (1H, m, H-P 1,42 (1H, m, H-11);
1,35 (1H, m, H-4); 1,29 (1H, m H-7); 1,21 (1 H, m, H-5); 1,09 (1H, m, H-9); 1,07 (1H, m, Hx1
0,87 (3H, s, H-19).
RMN °C (125,77 MHz, CDG) G 198,21 (C-20); 147,22 (C-14); 137,31 (C-13); 134,46 (C-17);
128,69 (C-18); 126,36 (C-15); 125,65 (C-16); 71,17 (C-3); 50,75 (C-9); 44,10 (C-5); 38,23 (C-8);
37,80 (C-4); 36,60 (C-1); 35,87 (C-10); 31,85 (C-7); 31,28 (C-2); 30,78 (C-12); 28,85 (C-6); 26,54
(C-21); 22,57 (C-11); 11,63 (C-19).
IES-EMAR : [M+H]" 313,2168 (calculado paraE2s0,: 313,2162).
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Parte experimental

-Acetoxi-17,18 -ciclo- .-pregn-5-en-20-ona (41)

AcO AcO

41

El compuestall se preparé siguiendo la metodologia descripta anteriormente (Di Chenna et
al., 2002).
RMN *H (200,13 MHz, CDG)) G5,39 (1H, sa, H-6); 4,62 (1H, m, H-3); 2,19 (3H, s, H-21); 2,04
(3H, s, acetato); 1,22 (1H, d,= 4,0 Hz, H-18); 1,00 (3H, s, H-19); 0,93 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-
18 ).

-Acetoxi-17(130 18)-abeo-pregna-5,17-dien-20-ona (42)

O
N\ i
KI@*
AcO
42

La ciclopropilcetonad4l (1,10 g; 3,09 mmol) en 1,2-dicloroetano (Bf) se tratdé con

AcO

41

BFs-ELO (276 /; 1,47 mmol) utilizando el procedimiento empleado para la obtenci@i.del
residuo obtenido se purificd por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo
90:100 80:20) obteniéndose el compuedfbcomo un sélido blanco (0,671 g; 61%).

Punto de fusién (129-130) °C (acetato de etilo- hexano).

IR KBr : 2940,2; 2858,7; 1732,3; 1667,4; 1367,6; 1244,8; 10318 cm

RMN H: (500,13 MHz, CDG)) G6,61 (1H, s, H-18 5,40 (1H, t, J = 2,4 Hz, H-6); 4,61 (1H, m,
H-3); 2,48 (1H, m, H-16); 2,34 (2H, m, H-4); 2,31 (1H, m, H-Y; 2,29 (3H, s, H-21); 2,09 (1H, m,
H-16.); 2,05 (1H, m, H-15); 2,04 (3H, m, 3-acetato); 1,91 (1H, m, H5L H-12 ); 1,89 (3H, m,

H-2., H-11. y H-13); 1,60 (1H, m, H-2; 1,59 (1H, m, H-7); 1,33 (1H, m, H-11); 1,28 (1H, m,
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Parte experimental

H-8); 1,19 (1H, m, H-12); 1,15 (1H, m, H-1); 1,11 (1H, m, H-9); 1,08 (1H, m, H-15 0,99 (1H,

m, H-19); 0,83 (1H, m, H-14).

RMN C (125,77 MHz, CDGJ)) G199,65 (C-20); 170,52 (3-acetato); 144,88 (C-17); 139,18 (C-5);
138,64 (C-18); 122,19C-6); 73,78 (C-3); 49,51 (C-9); 45,86 (C-14); 41,89 (C-13); 37,89 (C-4);
36,74 (C-10); 36,68 (C-1); 36,42 (C-8); 32,11 (C-12), 31,00 (C-7); 27,69 (C-2); 26,06 (C-11); 25,30
(C-21); 25,19 (C-15); 24,1&-16); 21,41 (3-acetato); 19,24 (C-19).

IES-EMAR : [M+Na]* 379,2243 (calculado para{E;;NaQs: 379,2244).

-Acetoxi- . ,17,18.-tetrabromo-17(130 18)-abeo- .-pregnan-20-ona(43)

(0]
M
ACO AcO
42

A una solucion del compues#? (0,630 g; 1,77 mmol) en CL£(12,6 mL) a O en

oscuridad, se traté con una solucion de &r CCl 25% m/V (2,1mL, 0,402 mmol) utilizando el

procedimiento empleado para la obtenciér8éeDebido a que parte del compued8obtenido se
descompone durante la purificacion, se purificaron por cromatografia flash (silica gel,
hexano/acetato de etilo 10@®0:10) sélo 30 mg del residuo para caracterizar el compd48std

resto del solido obtenido se uso sin purificar.

Compuestal3: sélido blanco.

Punto de fusion(169-170) °C (acetato de etilo-hexano)

IR (KBr): 2957,8; 2930,1; 2888,5; 2869,2; 1735,5; 1715,4; 1428,1; 1378,7; 1365,3; 1237,0; 1078,5;
1059,4; 555,1 cin

RMN *H (500,13 MHz, CDGJ)) G5,47 (1H, m, H-3); 4,86 (1H, dd, J = 4,4y 2,0, H-6); 4,57 (1H, t,

J = 2,2, H-18); 2,71 (1H, m H-J;, 2,58 (1H, m, H-4); 2,45 (3H, s, H-21); 2,40 (1H, m, H-)

2,34 (1H, m, H-16); 2,30 (1H, m, H-4); 2,18 (1H, m, H-16); 2,05 (1H, s, 3-ee@to); 2,05 (1H,

m, H-13); 2,00 (2H, m, H-15y H-2.); 1,81 (1H, m, H-11); 1,73 (1H, m, H-1); 1,69 (2H, m, H-8

y H-9): 1,68 (1H, m, H-1); 1,64 (1H, m, H-2); 1,62 (2H, m, H-12); 1,43 (1H, s, H-19); 1,43 (1H,

m, H-15); 1,39 (1H, m, H-20); 1,23 (1H, m, Ht ).

107



Parte experimental

RMN C (125,77 MHz, CDGJ): 198,60 (C-20); 170,37 (3-acetato); 86,69 (C-5); 71,81 (C-3);
71,15 (C-17); 60,87 (C-18); 55,30 (C-6); 45,82 (C-9); 41,81 (C-4); 41,78 (C-10); 40,65 (C-13);
39,56 (C-14); 36,35 (C-8); 36,30 (C-7); 36,25 (C-1); 31,44 (C-12); 29,02 (C-16); 26,09 (C-2); 25,66
(C-15); 24,81(C-11); 23,42 (C-21); 21,30 (3-acetato); 20,16 (C-19).

IES-EMAR : [M+Na]* 694,89772 (calculado para#8s,BrsNaQs: 694,89772).

Microandlisis: Calculado par&,sH3.Br,0O3 C: 40,85; H: 4.77. Experimental C: 40,65; H: 4,93.

3 -Acetoxi-17(130 18)-abeo-pregna-5,13,15,17-tetraen-20-ona (23)

AcO

A una solucién del compuesto anterior (590 mg; 0,873 mmol) en acetonitrilml(P3e
agregd DABCO (448 mg; 3,49 mmol). Luego de agitar durante 1 hora a reflujo la mezcla se volcé
sobre HCI 1N (10mL) y se concentrd la solucién hasta un tercio del volumen. Se extrajo con
CH.CI, y la fase organica se lavo con solucion de Naki€ddurada y finalmente con solucién de
NaCl saturada. Por ultimo se secO sobreS®a anhidro y se evaporo el solvente. El residuo
obtenido se purifico por cromatografia flash (silica gel,@}§) obteniéndose los compuesa3
(178 mg; 58% desdf?) y 42 (65 mg, 21%).

Compuest@®3: sélido blanco.

Punto de fusién (179-180) °C (acetato de etilo-hexano).

IR (KBr): 2938,6; 1731,9; 1681,2; 1606,2; 1362,9; 1244,6; 1034,6; 813,9; 735,3 cm

RMN 'H (500,13 MHz, CDG) G7,73 (1H, dd, J = 8,2y 1,5 Hz, H-16); 7,68 (1H, sa, H-18); 7,35
(1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 5,53 (1H, dd, J = 3,3 y 2,1 Hz, H-6); 4,65 (1H, m, H-3); 2,94 (1H, m, H-
12 ); 2,85 (1H, m, H-12); 2,71 (1H, m, H-7); 2,58 (3H, s, H-21); 2,42 (1H, ddd, J = 13,0, 5,1 y
2,1 Hz, H-4.); 2,34 (1H, m, H-4); 2,05 (3H, m, 3-eefato); 2,03 ( 1H, dt, J = 13,5y 3,4 Hz, H}L

2,00 (1H, m, H-11); 1,96 (1H, m, H-7); 1,94 (1H, m, H-2); 1,68 (1H, m, H-2); 1,46 (1H, m, H-

11 ); 1,42 (1H, m, H-9); 1,26 (1H, td, J = 13,6 y 3,6 Hz, B:1,07 (3H, s, H-19).
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Parte experimental

RMN **C (125,77 MHz, CDQ) G198,15 (C-20); 170,54 (3-acetato); 146,42 (C-14); 140,13 (C-5);
137,26 (C-13); 134,54 (C-17); 128,86 (C-18); 127,51 (C-15); 125,86 (C-16); 122,41 (C-6); 73,82
(C-3); 48,48 (C-9); 37,77 (C-4); 37,47 (C-10); 36,63 (C-1); 34,94 (C-8); 33,14 (C-7); 30,69 (C-12);
27,51 (C-2); 26,57 (C-21); 22,64 (C-11); 21,42 (3-acetato); 18,46 (C-19).

IES-EMAR : [M+Na]" 375,1936 (calculado para4E,sNaOs: 375,1931).

-Hidroxi-17(13 o 18)-abeo-pregna-5,13,15,17-tetraen-20-ona (24)

Una solucién del compues®3 (0,115 g; 0,326 mmol) en THF (36L) y MeOH (50mL) se
tratd6 con una solucion KOH 5% en agua (1n90) utilizando el procedimiento empleado para la
obtencion de2. El residuo obtenido se purificé por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato
70:30) obteniéndose el compuegtbcomo un solido amorfo (86 mg; 85%).
IR (KBr): 3411,0; 2027,3; 1675,2; 1601,0; 1288,4; 1070,0; 736;2 cm
RMN *H (500,13 MHz, CDGQ) G7,73 (1H, dd, J = 8,2y 1,4 Hz, H-16); 7,68 (1H, sa, H-18); 7,36
(1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 5,50 (1H, m, H-6); 3,59 (1H, m, H-3); 2,92 (2H, m, Hy12-8); 2,83
(1H, m, H-12.); 2,72 (1H, m, H-7); 2,58 (3H, s, H-21); 2,39 (1H, ddd, J = 13,0, 4,9 y 2,4 Hz, H-
4)); 2,27 (1H, m, H-4); 2,02 (1H, dt, J = 13,5y 3,3 Hz, H)1 1,99 (1H, m, H-11); 1,93 (1H, m,
H-7.); 1,92 (1H, m, H-2); 1,60 (1H, m, H-2); 1,46 (1H, m, H-11); 1,39 (1H, m, H-9); 1,19 (1H,
td, J = 13,6 y 3,7 Hz, H-); 1,06 (3H, s, H-19).
RMN **C (125,77 MHz, CDGJ)) G 198,19 (C-20); 146,56 (C-14); 141,20 (C-5); 137,29 (C-13);
134,51 (C-17); 128,85 (C-18); 127,53 (C-15); 125,84 (C-16); 121,47 (C-6); 71,79 (C-3); 48,58 (C-
9); 41,91 (C-4); 37,39 (C-10); 36,87 (C-1); 35,00 (C-8); 33,16 (C-7), 31,38 (C-2); 30,73 (C-12),
26,56 (C-21); 22,69 (C-11); 18,55 (C-19).
IES-EMAR : [M+H]" 311,2011 (calculado para{E,70,: 311,2008.
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Parte experimental

5.,6.-Epoxy- -hidroxi-17(13 0 18)-abeo-pregna-13,15,17-trien-20-ona (25) y
5 ,6 -Epoxy- -hidroxi-17(13 0 18)-abeo-pregna-13,15,17-trien-20-ona (26)

HO

0" 2550,6a
26 5B,6p

A una solucién del compuesdd (80 mg, 0,257 mmol) en CHE(5,3mL) se agregd acido
m-cloroperbenzoico (67,3 mg, 0,390 mmol) y solucion dgodg 2,5% en agua (2,ML) y se agito
la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego se diluy6 la mezclaConyCse lavo
con solucion saturada de NaCl. La fase organica se secO ¢c&DNanhidro y se evaporo el
solvente. El residuo obtenido se purificd por cromatografia flash (silica gel, tolueno/acetato de etilo
2:1) obteniéndose el compue&® (53,7 mg, 64%) Y6 (10,1 mg, 12%).

Compuest@®5: sélido blanco.

Punto de fusion (226-228) °C (hexano).

IR (KBr): 3522,1; 2989,3; 2929,0; 1666,9; 1604,9; 1567,4; 1364,3; 1291,0; 1066,5; 979,7; 971,3;
906,1; 804,1; 733,1 ¢

RMN H (500,13 MHz, CDG) G7,71 (1H, dd, J = 8,2 y 1,6 Hz, H-16); 7,63 (Hd,H-18); 7,26

(1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 3,98 (1H, m, H-3); 3,11 (1H, d, J = 4,6 Hz, H-6); 2,85 (1H, m,2-88);

(1H, m, H-12); 2,72 (1H, ddd, J = 15,2, 8,0 y 4,7 Hz, H-X:2,72 (1H, m, H-7); 2,56 (3H, s, H-

21); 2,12 (1H, dd, J = 12,6 y 11,4, H)42,00 (1H, m, H-2); 1,91 (1H, m, H-7); 1,89 (1H, m, H-

11.); 1,88 (1H, m, H-1); 1,70 (1H, m, H-9); 1,69 (1H, m, H- 1,50 (1H, td, J = 13,5 y 4,0, H-
1.);1,39 (1H, ddd, J = 12,3, 4,9y 2,1, H)41,29 (1H, qd, J = 12,4 y 4,9, H-111,11 (1H, m, H-

19).

RMN C (125,77 MHz, CDG) G 198,12 (C-20); 146,67 (C-14); 136,91 (C-13); 134,52 (C-17);
128,71 (C-18); 127,06 (C-15); 125,86 (C-16); 68,66 (C-3); 65,40 (C-5); 59,21 (C-6); 40,68 (C-9);
39,25 (C-4); 35,35 (C-10); 32,91 (C-8); 32,08 (C-1); 30,86 (C-2); 30,56 (C-12); 30,32 (C-7); 26,53
(C-21); 22,28 (C-11); 15,34 (C-19).

IES-EMAR : [M+H]" 327,1966 (calculado para{E,70s: 327,1955).
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Parte experimental

Compuest@®6: solido blanco.

Punto de fusion (168-170) °C (hexano).

IR (KBr): 3436,9; 2032,6; 2855,9; 1678,8; 1604,8; 1360,3; 1270,2; 1055,0; 734,3 cm

RMN 'H (500,13 MHz, CDG)) G7,71 (1H, dd, J = 8,2 y 1,6 Hz, H-16); 7,65 (1H, s, H-18); 7,35
(1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 3,76 (1H, m, H-3); 3,25 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-6); 2,96 (1H,td, J =114y
3,0 Hz, H-8); 2,87 (1H, dt, J = 15,6 y 3,3 Hz, H-}2,77 (1H, dt, J = 14,5y 3,2 Hz, H)7 2,75

(1H, m, H-12); 2,56 (3H, s, H-21); 2,11 (1H, ddd, J = 13,8, 4,6 y 3,0 Hz, 4,07 (1H, 7, F

12,4, H-4); 1,89 (1H, m, H-2); 1,86 (1H, m, H-11); 1,65 (1H, ddd, J = 14,0, 11,8 y 0,6 Hz, H-
7.); 1,50 (1H, m, H-2); 1,53 (1H, ddd, J = 13,1, 4,9y 2,3, H}41,38 (2H, m, H11y H-1.); 1,11

(1H, m, H-9); 1,04 (1H, m, H-19).

RMN C (125,77 MHz, CDG) G 198,09 (C-20); 145,55 (C-14); 137,35 (C-13); 134,51 (C-17);
128,93 (C-18); 127,43 (C-15); 125,80 (C-16); 69,19 (C-3); 63,99 (C-6); 63,10 (C-5); 49,79 (C-9);
41,82 (C-4); 36,51 (C-1); 35,30 (C-10); 34,62 (C-7); 32,14 (C-8); 30,86 (C-2); 30,84 (C-12); 26,55
(C-21); 23,04 (C-11); 15,89 (C-19).

IES-EMAR : [M+Na]" 349,1761 (calculado para®,sNaOs: 349,1774).

-Diacetoxi- H-pregnan- .-ol -Diacetoxipregnan-4en-  .-ol (47)

\  :Hidroxi- .H-pregnano-3,20-diona (49)

OAc OAc

AcO" AcO

47

Los compuestod5, 47 y 49 se obtuvieron siguiendo la metodologia descripta anteriormente
(Veleiro et al., 2005 y Alvarez, Tesis doctoral, 2009
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Parte experimental

.,20-Diacetoxi- . -epoxi- H-pregnano (46)

OAc OAc

AcO™

46

El compuestal5 (20,0 mg; 0,048 mmol) se disolvié en @H, recientemente destilado (4
mL) y se agregaron iodo (12,7 mg; 0,048 mmol) y DIB (18,4 mg; 0,057 mmol). La mezcla de
reaccion se agito vigorosamente bajo irradiacion de microondas a 200 W (70°C, 12 psi) durante 10
minutos. La mezcla se lavo con solucion acuosa d&,Ng se secé con N8O, anhidro y se
evaporo el solvente. El residuo se purificd por cromatografia flash (Florisil, hexano/acetato de etilo
60:40) obteniéndose el compuegtb (18,1 mg, 90%), idéntico al descripto previamente en la
literatura (Veleiro et al., 2005)

,20-Diacetoxi- . -epoxipregn-4-eno (48)

OAc OAc

AcO AcO

47 48

El compuestat7 (20,0 mg; 0,048 mmol) se disolvidé en &y recientemente destilado (4
mL) y se agregaron iodo (12,7 mg; 0,048 mmol) y DIB (37,1 mg; 0,115 mmol). La mezcla de
reaccion se agité vigorosamente bajadiacion de microondas a 300 W (95°C, 15 psi) durante 15
minutos. La mezcla se lavo con solucion acuosa d&,Ng se secé con N8O, anhidro y se
evaporo el solvente. El residuo se purificd por cromatografia flash (Florisil, hexano/acetato de etilo
60:40) obteniéndose el compuedtbcomo un solido amorfo (10,0 mg; 50%), idéntico al descripto

previamente en la literatura (Alvarez, Tesis doctoral, 2009).
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Parte experimental

1 ,11.-epoxi-5.H-pregnano-3,20-diona (50)

El compuesto50 se obtuvo a partir de dos procedimientos diferentes descriptos a

continuacion.

Procedimiento A: El compuestd9 (16,0 mg; 0,048 mmol) se disolvié en &Hp
recientemente destilado (dL) y se agregaron iodo (12,7 mg; 0,048 mmol) y DIB (18,4 mg; 0,057
mmol). La mezcla de reaccidén se agitdé vigorosamente bajo irradiacion de microondas a 300 W
(95°C, 15 psi) durante 15 minutos. La mezcla se lavo con solucidén acuosgSgesNse secd con
NaSO, anhidro y se evaporo el solvente. El residuo se purifico por cromatografia flash (Florisil,
hexano/acetato de etilo 60:40) obteniéndose el comp&&s{@0,8 mg; 68%) como un sdlido

amorfo.

Procedimiento B: El compuestd9 (16,0 mg; 0,048 mmol) se disolvié en &b
recientemente destilado (dL) y se agregaron iodo (12,7 mg; 0,048 mmol) y DIB (18,4 mg; 0,057
mmol). La mezcla de reaccidén se agitdé vigorosamente ib@diacion de microondas a 200 W
(70°C, 12 psi) durante 10 minutos. La mezcla se lavo con solucion acuosgSgdesNse seco con
NaSO, anhidro y se evaporo el solvente. El residuo se purifico por cromatografia flash (Florisil,
hexano/acetato de etilo 60:40) obteniéndose el compdsi(@,2 mg; 20%) como un solido

amorfo, idéntico al descripto previamente en la literatura (Veleiro et al., 2005)
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-Diacetoxi- .H-pregnan- .-ol (51)

OAc

La 11-.-OH progesterona (600 mg; 1,81 mmol) se disolvié en acetato de etilb)($ a la
solucién se agreg6 Pd/C 10% (15 mg) y se procedid segun la metodologia descripta anteriormente
(Veleiro et al., 2005) obteniéndose el compuesto hidrogenado (300 819, 50

El compuesto hidrogenado anterior (300 mg; 0,908 mmol) se disolvio en DMF anhidro (3
mL) y se agregd una solucién de imidazol (362 mg; 5,31 mmol) y de TBDMSCI (538 mg; 3,57
mmol). Se agité durante 3 h a 50°C bajo atmdsfera de nitrogeno. La mezcla de reaccion ae enfrié
temperatura ambiente y se extrajo con éter etilico. La fase organica se lavo con soluciondsaturada
NaCl y se sec6 con Ma0O, anhidro. Se evaporé el solvente y el sélido resultante se purificé por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo &072030) obteniéndose el compuesto
sililado (222 mg; 55%).

RMN *H (200,13 MHz, CDGJ)) G4,06 (1H, m, H-11); 2,12 (3H, s, H-21); 1,09 (3H, s, H-19); 0,89
(9H, s, (CH)sC-Si); 0,64 (3H, s, H-18); 0,10 (6H, s, (QKSI).

RMN **C (50,32MHz, CDC)) G (C-3); 200,0 (C-20); 70(&-11), 63,4 (C-17); 59,2 (C-14);
55,8 (C-9); 50,2 (C-12); 47,6 (C-5); 46,2 (C-4); 44,0 (C-13); 39,3 (C-1); 38,5 (C-2); 36,9 (C-10);
34,3 (C-8); 31,5 (C-6); 31,3 (C-21); 29,0 (C-7); 26,5 (§)z8-Si); 24,3 (C-16); 22,7 (C-15); 18,2
((CHg)sC 8Si); 14,4 (C-18); 11,5 (C-19); -3.03 y -3.06 (&Hh).

A una solucion del compuesto sililado anterior (202 mg; 0,454 mmol) e€lC@,0mL) y
metanol (4,0mL), se le agregé NaBH(202 mg; 0,454 mmol). La mezcla de reaccion se agito
durante 1 h a temperatura ambiente, luego se acidifico (pH 6) con HCI 1M y se concentro hasta un
tercio de volumen. Posteriormente se agregd agua y se extrajo ¢Gfp.Qld fase organica se lavo

con solucién saturada de NaCl y se secé casQpanhidro.

Al sélido anterior se lo tratdé con anhidrido acético (19 y piridina (1,44mL) durante

24 horas a temperatura ambiente. Luego se agregé HCl 1M y se extrajo ¢6h. @Cld fase
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organica se lavo con solucion saturada de NaCl y se sec6 ¢@ONanhidro. Se evaporoé el

solvente y el residuo obtenido se purificé por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo
SDUD GDU HO Fdtéeslxdd {18% ’hg; 83% desde el compuesto sililado).

RMN *H (200,13 MHz, CDG)) 4,80 (1H, m, H-3); 4,67 (1H, m, H-20); 4,06 (1H, m, H-11); 2,05

(6H, s, 3-y 20-acetatos); 1,15 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-21); 1,09 (3H, s, H-19); 0.88 (9H A EH

Si); 0,64 (3H, s, H-18); 0,08 (6H, s, (OSI).

$ XQD VROXFLYQ GH aligesilBddE 63\, ®,331 mmol) en THF (BL) y
acetonitrilo (5,5mL) se le agregd una solucién de acido fluorhidrico 40% y la mezcla fue agitada
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se neutralizé con solucién de KHCO
y se extrajo con acetato de etilo. La fase orgénica se lavé con solucién saturada de Na@l y se sec
con NaSQ, anhidro. Se evaporé el solvente y el residuo obtenido se purificé por cromatografia
flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 60:40) para dar el compale&t68mg; 85%) como un
solido blanco.

Punto de fusion(151-152) °C (acetato de etilo-hexano

IR (KBr): 3524,0; 2930,3; 2871,7; 1730,0; 1248,5; 1026;3.

RMN 'H (500,13 MHz, CDG)) (4,80 (1H, dg, J = 10,5y 6,1 Hz, H-20); 4,68 (1H, tt, J =50y
11,4 Hz, H-3); 3,87 (1H, dt, J = 5,0 y 10,3 Hz, H-11); 2,37 (1H, dt, J = 13,7 y 3,6 H2, B;13

(1H, dd, J =5,1y 12,4 Hz, H-1p 2,04 (3H, s, 20-@etto); 2,02 (3H, s, 3ee@to); 1,79 (1H, m,
H-4.); 1,75 (1H, m, H16 ); 1,66 (1H, m, H-6); 1,65 (1H, m, H-17); 1,64 (1H, m, H-1B 1,63

(2H, m, H-2); 1,53 (1H, m, H-3; 1,36 (1H, m, H-8); 1,28 (2H, m, H-7); 1,25 (1H, m, HyH-5):

1,24 (1H, m, H-16); 1,20 (1H, m, H-12); 1,14 (1H, m, H-14); 1,14 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-21);
1,10 (1H, m, H-15); 0,95 (1H, m, H-6); 0,95 (1H, s, H-19); 0.76 (1H, t, J = 10,2 Hz, H-9); 0,63
(3H, s, H-18).

RMN **C (125,77 MHz, CDGQ) G170,7 (3-acetato); 170,5 (20-acetato); 73,4 (C-3); 72,7 (C-20);
69,1 (C-11); 60,5 (C-9); 54,9 (C-14); 54,8 (C-17); 51,3 (C-12); 44,9 (C-5); 42,8 (C-13); 38,5 (C-1);
37,2 (C-10); 34,5 (C-2); 34,4 (C-8); 32,0 (C-6); 29,0 (C-7); 27,7 (C-4); 25,5 (C-16); 24,3 (C-15);
21,6 (20-acetato); 21,5 (3-acetato); 19,8 (C-21); 13,5 (C-18); 12,6 (C-19).

IES-EMAR : [M+Na]" 443,2786 (calculado para4ElsNaGs: 443,2768).
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3 ,20-Diacetoxi-1.-iodo-5.H-pregnan-11.-ol (52)

OAc OAc

AcO AcO

El compuest®2 se obtuvo a partir de 2 procedimientos diferentes descriptos a continuacion.

Procedimiento A: El compuestél (20,0 mg; 0,048 mmol) se disolvio en &H,
recientemente destilado (dL) y se agregaron iodo (12,7 mg; 0,048 mmol) y DIB (18,4 mg; 0,057
mmol). La mezcla de reaccion fue vigorosamente agitada a 25°C e irradiada con lampara de
tungsteno de 300 W (5000 Im) bajo atmésfera de nitrégeno durante 30 minutos. La mezcla se lavo
con solucién acuosa de pM0;, se seco con N8O, anhidro y se evaporo el solvente. El residuo
se purificé por cromatografia flash (Florisil, hexano/acetato de etilo 60:40) obteniéndose el
compuest®2 (6,30 mg; 24%) como un sélido amorfo.

Procedimiento B: ElI compuestbl (20,0 mg; 0,048 mmol) se disolvié en &b
recientemente destilado (dL) y se agregaron iodo (12,7 mg; 0,048 mmol) y DIB (18,4 mg; 0,057
mmol). La mezcla de reaccidén se agitdé vigorosamente ib@diacion de microondas a 300 W
(95°C, 15 psi) durante 15 minutos. La mezcla se lavd con solucion acuosgSdesNse seco con
NaSO, anhidro y se evaporo el solvente. El residuo se purifico por cromatografia flash (Florisil,
hexano/acetato de etilo 60:40) obteniéndose el comp®@s(6,56 mg; 25%) como un solido
amorfo.

IR (KBr): 2929,3; 2873,0; 1731,5; 1372,2; 1245,0; 10ZHL.

RMN H (500,13 MHz, CDG) G5,63 (1H, t, J = 3,2 Hz, H-1); 5,24 (1H, tt, J = 5,4 y 10,8 Hz, H-
3), 4.80 (1H, dqg, J = 10,4 y 6,0 Hz, H-20); 3,79 (1H, dg, J = 4,0y 10,5 Hz, H-11); 2,33 (1H, dddd, J
=2,0; 3,2; 4,8y 14,4 Hz, H-}, 2,14 (1H, ddd, J = 3,5; 11,1 y 14,7 Hz, H22,12 (1H, dd, ¥

45y 12,2 Hz, H-12); 2,04 (3H, s, 20@@to); 2,02 (3H, s, 3eeato); 1,79 (1H, m, H-5); 1&

(1H, m, H-4.); 1,74 (1H, m, H-16); 1,66 (1H, q, J = 10,2 Hz, H-17); 1,62 (1H, m, H:L51,61

(1H, m, H-6.); 1,46 (1H, dt, J = 11,4 y 13,2 Hz, H}4 1,36 (1H, m, H-7); 1,32 (1H, dd, J = 12,7

y 14,2 Hz, H-9); 1,30 (1H, m, H-1% 1,24 (1H, m, H-16), 1,23 (2H, m, H-8 y H-14); 1,15 (1H,
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m, H-7.); 1.,4 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-21); 1,13 (3H, s, H-19); 1,09 (1H, m, B:1596 (1H, m, H-

6 ); 0,65 (3H, s, H-18).

RMN *3C (125,77 MHz, CDG) G170,5y 170,4 (3 y 20-acetatos); 72,6 (C-20); 71,4 (C-3); 70,4
(C-11); 59,4 (C-9); 55,1 (C-14); 55,0 (C-1); 54,7 (C-17); 51,2 (C-12); 42,9 (C-13); 41,2 (C-10);
39,3 (C-5); 37,6 (C-2); 35,4 (C-8); 34,4 (C-4); 31,0 (C-6); 29,0 (C-7); 25,4 (C-16); 23,9 (C-15);
21,6 (20-acetato); 21,3 (3-acetato); 19,8 (C-21); 13,8 (C-18); 12,4 (C-19).

ESI-MS: [M+Na]* 569,1712 (calculado para4EizglNaOs: 569,1734).

D . -Tetracetoxi- H-pregnano (53) y 3D . -Triacetoxi- -iodo- H-pregnano
(54)

OAc OAc

AcO™

53 R=AcO
54R =1

Los compuesto$H3 y 54 se obtuvieron a partir dé6 a través de dos procedimientos

diferentes descriptos a continuacion.

Procedimiento A: A una mezcla de Zmnhidro (150 mg; 0,47 mmoy) Ac,O (1,0mL) se
le agregd eft6 (30 mg; 0,072 mmol) y fue agitado vigorosamente en oscuridad durante 45 minutos
a temperatura ambientea mezcla de reaccion se diluyo con agua y se extrajo ce@l¢Ha fase
organica se lavo con solucion de NaHCIDego con solucion N&O; y finalmente con solucion
de NaCl. Se secé con p&O, anhidro y el solvente se evapord obteniéndose un residuo que se
purifico por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 8&Q20) para dab3 (19,0
mg; 51%) y54 (8,8 mg; 25%).

Procedimiento B: A una mezcla de Zahhidro (150 mg; 0,47 mmol) y A© (1,0mL) se

agrego una solucion di en CHCI, (3,0mL). La mezcla de reaccion se agité en oscuridad durante

40 minutos a temperatura ambiente. Luego se procedié como en A El crudo obtenido se purifico
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por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo @B0R0) para dab3 (4,1 mg;
11%) y54 (21,4 mg; 61%).

Compuest®d3: sélido blanco.

Punto de fusién (145-146) °C (acetato de etilo-hexano)

IR (KBr): 2935,2; 2873,0; 1743,1; 1449,0; 1372,4; 1245,0; 1077,3,; 1027,2; @60,0

RMN *H (500,13 MHz, CDG)) /- 5,32 (1H, dd, J = 2,0 y 3,7 Hz, H-1); 5,04 (1H, tt, J =55y 11,1
Hz, H-3); 4,98 (1H, dt, J = 4,9 y 10,7 Hz, H-11); 4,76 (1H, dq, J = 10,9 y 6,0 Hz, H-20); 2,33 (1H,
dd, J =49y 122 Hz, H-12 2,07 (3H, s, 11l-acetato); 2,05 (3H, s, 3-acetato); 2,04 (3H, s, 20-
acetato); 1,99 (3H, s, l-acetato); 2,02 (1H, m, H-5); 2,00 (1H, m)Ht®6 (1H, m, H-2); 1,89

(1H, t, J = 10,6 Hz, H-9); 1,86 (1H, q, J = 12,5 Hz, B:4,76 (1H, m, H-16); 1,75 (1H, m, H-

6 ); 1,70 (1H, m, H-4); 1,65 (1H, m, H-15); 1,61 (1H, q, J = 9,8 Hz, H-17); 1,54 (1H, dg, J = 3,5

y 11,1 Hz, H-8); 1,46 (1H, ddt, J =2,7; 13,3y 3,8 Hz, i-1,33 (1H, d, J = 13,8 Hz, H-§ 1,26

(1H, m, H-14); 1,25 (2H, m, H-7y H-16.); 1,18 (1H, dd, J = 11,1 y 12,2 Hz, H-)21,14 (3H, d,

J = 6,2 Hz, H-21); 1,13 (1H, m, H-15 1,00 (3H, s, H-19); 0,69 (3H, s, H-18).

RMN °C (125,77 MHz, CDG / -acetato); 170,5 (3-acetato); 170,4 (1-acetato); 170,0
(11-acetato); 76,8 (C-1); 72,7 (C-20); 71,7 (C-11); 70,2 (C-3); 54,82 (C-14); 54,78 (C-17); 45,8 (C-
12); 45,3 (C-9); 42,6 (C-13); 39,2 (C-10); 36,5 (C-5); 34,7 (C-8); 32,0 (C-4); 30,9 (C-2); 26,2 (C-
6); 25,6 (C-7); 25,5 (C-16); 24,2 (C-15); 21,5 (11l-acetato); 2 x 21,4 (1- y 3-acetatos); 21,1 (20-
acetato); 19,8 (C-21); 18,2 (C-19); 13,3 (C-18).

ESI-MS: [M+Na]* 543,2949 (calculado paradEsNaQs: 543,2928).

Compuest®4: sélido blanco.

Punto de fusion (212-213) °C (acetato de etilo-hexano).

IR (KBr): 2935,6; 2878,5; 1735,0; 1447,3; 1368,3; 1242,2; 1025,0; 854'3

RMN *H (500,13 MHz, CDGJ) /- 5,48 (1H, ddt, J = 5,3; 11,0 y 8,0 Hz, H-3); 5,04 (1H, t, J = 3,3
Hz, H-1); 4,97 (1H, dt, J = 5,1 y 10,5 Hz, H-11); 4,76 (1H, dg, J = 10,8 y 6,0 Hz, H-20); 2,36 (1H,
dd, J =5,1y12,3 Hz, H-1} 2,27 (2H, dd, J = 3,2 y 8,2 Hz, H-2); 2,17 (1H, t, J = 10,6 Hz, H-9);
2,11 (1H, ddd, J =4,1; 6,6 y 13,1 Hz, H-5); 2,06 (3H, s, 20-acetato); 2,00 (3H, s, 11-acetato); 1,99
(3H, s, 3-acetato); 1,87 (1H, dt, J = 11,5 y 13,0 Hz, H4-4,76 (1H, m, H-16); 1,75 (1H, m, H-

6 ); 1,70 (1H, m, H-4); 1,65 (1H, m, H-15); 1,61 (1H, q, J = 9,5 Hz, H-17); 1,59 (1H, m, H-8);

1,43 (1H, ddt, J = 13,5; 2,4 y 4,0 Hz, H}71,33 (1H, d, J = 14,1 Hz, H-§ 1,27 (1H, m, H-14);
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1,26 (1H, m, H-16); 1,25 (3H, s, H-19); 1,25 (1H, m, H:¥ 1,18 (1H, dd, J = 10,9 y 12,3 Hz, H-

12.); 1,14 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-21); 1,13 (1H, m, H-}®,67 (3H, s, H-18).

RMN *°C (125,77 MHz, CDG  / - y 20-acetatos); 169,5 (11-acetato); 72,8 (C-20);
72,7 (C-3); 72,2 (C-11); 54,7 (C-17); 54,6 (C-14); 50,7 (C-1); 45,6 (C-12); 44,0 (C-9); 42,4 (C-13);
40,0 (C-10); 38,6 (C-5); 36,8 (C-2); 36,7 (C-8); 31,9 (C-4); 27,3 (C-19); 26,6 (C-6); 25,5 (C-16);
25,4 (C-7); 24,3 (C-15); 21,7 (11-acetato); 21,4 (3-acetato); 21,3 (20-acetato); 19,7 (C-21); 13,3 (C-
18).

ESI-MS: [M+Na]* 611,1834 (calculado para#s1INaOs: 611,1840).

-Tetracetoxipregn-4-eno (55)

OAc OAc

AcO AcO

48 55

El compuestd5 se obtuvo a partir dé8 a través de los dos procedimientos descriptos
anteriormente para la preparacion de los compu&8tp$4.

Procedimiento A: A partir del compuest8 (150 mg; 0,360 mmol) se obtuvo el compuesto
55 (56,0 mg; 30%).

Procedimiento B: A partir del compuet8 (150 mg; 0,360 mmol) se obtuvo el compuesto
55 (37,3 mg; 20%).

Compuest®5: solido amorfo.
IR (KBr): 2940,5; 2873,4; 1734,0; 1663,5; 1446,3; 1373,0; 1246,1; 1117,7; 10886.,0

RMN *H (500,13 MHz, CDG)) /: 5,61 (1H,dd, ¥59vy 1,6 Hz, H-1); 5,41 (1H, sa ¥& 4,7 Hz,

H-4); 5,34 (1H, tdd, J = 2,5; 6,0 y 8,9 Hz, H-3); 5,01 (1H, dt, J = 5,2 y 10,5 Hz, H-11); 4,77 (1H,
dg, J = 10,6 y 6,2 Hz, H-20); 2,36 (1H, dd, J = 12,3 y 5,1 Hz, H:2226 (1H, ddt, J =2,3; 4,7 y
11,4 Hz, H-6); 2,14 (1H, ddt, J = 1,0; 13,0 y 5,9 Hz, H}22,08 (3H, s, 3-acetato); 2,07 (3H, s,
11-acetato); 2,06 (1H, m, H-6); 2,02 (3H, s, 1-acetato); 2,00 (3H, s, 20-acetato); 1,94 (1H, ddd, J
1,8; 9,2y 13,1 Hz, H-2; 1,84 (1H, da, J = 12,6 Hz, H-)¥ 1,75 (1H, m, H-16); 1,73 (1H, m, H-
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8); 1,65 (1H, m, H-15); 1,61 (1H, t, J = 10,6 Hz, H-9); 1,60 (1H, q, J = 9,7 Hz, H-17); 1,26 (1H,

m, H-16.); 1,22 (1H, m, H-14); 1,15 (1H, m, &6 ); 1,14 (1H, m, H-12); 1,14 (3H, d, J = 6,1 Hz,
H-21); 1,09 (3H, s, H-19); 1,09 (1H,m, HJ7 0,71 (3H, s, H-18).

RMN *3C (125,77 MHz, CDG  / - y 3-acetatos); 170,4 (20-acetato); 170,2 (11-
acetato); 146,9 (C-5); 119,1 (C-4); 73,5 (C-1); 72,7 (C-20); 71,6 (C-11); 68,0 (C-3); 54,7;(C-17)
54,5 (C-14); 54,2 (C-9); 45,4 (C-12); 42,5 (C-13); 42,3 (C-10); 35,1 (C-8); 34,1 (C-7); 32,1 (C-6);
28,6 (C-2); 25,4 (C-16); 24,3 (C-15); 21,6 (11-acetato); 2 x 21,4 (3- y 20-acetatos); 21,2 (1-acetato);
19,8 (C-21); 15,9 (C-19); 13,3 (C-18).

ESI-MS: [M+Na]* 541,2793 (calculado paradEis;o;NaQs: 541,2772).

.H-Pregn-1-eno-3,20diona (57)

AcO

El compuest®2 (500 mg, 1,39 mmol) se traté con solucién de KOH 5% (8)0) MeOH
(190 mL) THF (190 mL) utilizando el procedimiento empleado para la preparacior22le
REW H QL p Q@&-&stetdiddTV0 mg, 88%).
RMN *H (200,13 MHz, CDGJ)) G3,59 (1H, m, H-3); 2,11 (3H, s, H-21); 0,81 (3H, s, H-19); 0,60
(3H, s, H-18).

A una mezcla de PCC (1,05 g; 4,88 mmol), Ba@&23 mg; 3,17 mmol) y tamiz molecular
de 3 A (856 mg) en C4€l, anhidro (11mL) bajo atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente,
se le agrego una solucion del compuesto anteriormente obtenido &t @Hhidro (8mL). La
mezcla de reaccion se agité durante 45 min, luego se diluyd con éter y se filtré por silica (eluyente:
CH.Cl,/éter 1:1) obteniéndose por evaporacion del solvente el com@méa&d7 mg; 97%).
RMN 'H (200,13 MHz, CDG)) G2,55 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-17); 2,12 (3H, s, H-21); 1,01 (3H, s,
H-19); 0,63 (3H, s, H-18).
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El compuestd6 (570 mg; 1,73 mmol) disuelto en DMSO (i) se tratdé con IBX (728
mg; 2,60 mmol) agitando la mezcla durante 6 horas a 70°C. Se diluy6 con éter etiliextrajee
con solucion de NaHC£ 5% y posteriormente con solucion saturada de NaCl. La fase organica se
secO con Ng&0O, anhidro y se evaporo el solvente. El solido obtenido se purifico por cromatografia
flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 9@BD:20) para obtener el compue&id como un
sélido blanco (277 mg; 54).
RMN 'H (200,13 MHz, CDGJ)) G7,14 (1H, d, J = 10,1 Hz, H-1); 5,87 (1H, dd, J = 10,1 y 0,8 Hz,
H-2): 2,13 (3H, s, H-21); 1,02 (3H, s, H-19); 0,66 (3H, s, H-18).

-Epoxi- .H-pregnano-3,20-diona (59)

Al compuestdb7 (550 mg; 1,75 mmol) disuelto en @El, (6,5mL) y MeOH (26mL) se le
agrego HO, 30% (1296 /) y solucion de KOH 10 % en MeOH (17%). La mezcla se agito
durante 50 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregd agua y se neutralizé con HCI
1M. Se evaporé hasta reduccion del volumen a un tercio. Luego se extrajo £0k, Gélseco la
fase organica con N80, anhidro y se evaporo el solvente. El solido obtenido se purificé por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 70:30) obteniéndose el corapuwesio
un sélido blanc@§457 mg; 79%).

RMN H (500,13 MHz, CDGJ)) G3,52 (1H, d,J = 5,0 Hz, H-1); 3,24 (1H, d] = 5,0 Hz, H-2);

2,56 (1H, m, H-17); 2,28 (1H, m, H-% 2,17 (1H, m, H-16); 2,13 (3H, s, H-21); 2,09 (2H, m, H-

12 ); 2,08 (1H, m, H-5); 1,96 (1H, m, H-% 1,88 (1H, m, H-11); 1,70 (2H, m, H-7 y H-15);

1,69 (1H, m, H-16); 1,52 (2H, m, H-11-y H-12.); 1,42 (1H, m, H-6 y H-8); 1,33 (2H, m, H-6

y H-9); 1,25 (1H, m, H-14); 1,23 (1H, m, H-1%6 1,00 (1H, m, H-7); 0,89 (1H, s, H-19); 0,64 (1H,

m, H-18).

RMN *°C (125,77 MHz, CDG)) (209,40 (C-20); 205.7(C-3); 63,61 (C-17); 61,00 (C-1); 56,27
(C-14); 56,04 (C-2); 48,58 (C-9);44,06 (C-13); 40,06 (C-4); 38,62 (C-12); 36,68 (C-10); 35,47 (C-
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8); 34,08 (C-5): 31,51 (C-21); 31,06 (C-7); 27,07 (C-6); 24,36 (C-15); 22,79 (C-16); 21,50 (C-11):
13,45 (C-18); 11,07C-19).

+LGUD]R Q-bid@*t+ .H-pregn-2-en-20-ona (60)

A una suspensiéon del compue&®d (50 mg; 0,15 mmol) en etanol absoluto (B)}) se
agrego hidracina (287/) y agua (95 /). La mezcla se calento a reflyjse agité durante 2 horas.
Luego se dej6 llegar a temperatura ambiente y se agregd HCI 10%, agitandose durante 10 minutos.
Se extrajo con CHCl,, se secd la fase organica con,8l@, anhidro y se evaporo6 el solvente
obteniéndose el compuedi0 impuro. EI compuest60 se descompone al tratar de purificarlo por
cromatografia en columna de silicagel.
RMN 'H (200,13 MHz, CDG) G5,81 (2H,s3 H-2 y H-3); 4,90 (2Hsa NNH,); 3,67 (1H,sa H-
1); 1,74 (3H, s, H-21); 0,70 (3H, s, H-19); 0,57 (3H, s, H-18).

20-(Dimetil-t-butilsililoxi)-5 .H-pregnan-3-ona (61)

R =AcO

’:»R=0H

Una solucion del compues83 (2,67 g; 7,36 mmol) en DMF anhidro (88L) se tratd con
imidazol (3,00 g; 44,05 mmol) y TBDMSCI (4,43 g; 29,40 mmol). La mezcla se agité a 50°C
durante 2 horas bajo atmésfera de nitrégeno, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se extrajo con
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éter etilico. La fase organica se lavo 6 veces con solucion saturada de NaCl, luego se secd con
NaSO, anhidro y se evaporo el solvente. El sélido resultante se purificd por cromatografia flash
(silica gel, hexano/acetato de etilo 10090:10) obteniéndose el compuesto 20-sililado (3,43 g;
94%).

RMN 'H (200,13 MHz, CDGJ)) G4,68 (1H, m, H-3); 3,72 (1H, m, H-20); 2,02 (3H, s, 3-acetato);

1,07 (3H, d, J = 6 Hz, H-21); 0,88 (9H, s, (§4€-Si); 0,82 (3H, s, H-19); 0,68 (3H, s, H-18); 0,07

(6H, s, (CH)2-Si).

A una solucion del compuesto anterior (3,43 g; 7,19 mmol) en THFGL3Y MeOH (180
mL) se hizo reaccionar con una solucion KOH 5% en aguan{42utilizando el procedimiento
empleado para la preparacionz2R EW H Q L p Q& &siétdide. O
RMN *H (200,13 MHz, CDG)) G3,73 (1H, m, H-20); 3,59 (1H, m, H-3); 1,07 (3H, d, J = 6 Hz,
H-21); 0,88 (9H, s, (CkJ3C-Si); 0,81 (3H, s, H-19); 0,68 (3H, s, H-18); 0,07 (6H, s,{)8i).

A una mezcla de PCC (6,24 g; 28,96 mmol), Ba(X8B1 g; 18,88 mmol) y tamiz molecular
de 3A (5,10 g) en C¥Tl, anhidro (80mL) bajo atmésfera de nitrégeno a temperatura ambiente, se
le agregd una solucion del compuesto obtenido anteriormente g@l,Cahhidro (50mL). La
mezcla se agitdé durante 45 minutos, luego se diluyé con éter etilico y se filtr6 por silica gel
(eluyente: éter etilico/Ci€l, 1:1). Se evapor6 el solvente y el solido resultante se purificG por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 95:5). Se obtuvo el conGluéxsis g;
88% desde compuesto 20-sililado).
RMN 'H (200,13 MHz, CDG)) G3,74 (1H, m, H-20); 1,08 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-21); 1,02 (3H, s,
H-19); 0,88 (9H, s, (CkJ3C-Si); 0,71 (3H, s, H-18); 0,07 (6H, s, (KSI).
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20-(Dimetil-t-butilsililoxi)- .H-pregn-1-en-3-ona (62)

El compuest®1l (1,03 g; 2,39 mmol) disuelto en DMSO (@&f.) se traté con IBX (1,33 g;
4,77 mmol) agitando la mezcla durante 2 horas a 90°C. Se diluyé con éter etilico y se extrajo c
solucion de NaHC®5% y posteriormente con solucion saturada de NaCl. La fase organica se seco
con NaSQ, anhidro y se evaporo el solvente. El sélido obtenido se purificé por cromatografia flash
(silica gel, hexano/acetato de etilo 95:5) para obtener el com@2&b5 mg; 50%).
RMN *H (200,13 MHz, CDG) G7,16 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-1); 5,84 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-2);
3,74 (1H, m, H-20); 1,08 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-21); 1,01(3H, s, H-19a); 0,89 (9H, 9:C=Hl);
0,72 (1H, s, H-18); 0,07 (6H, s, (G)}HSi).

1.,2 .-Epoxi-20-(dimetil-t-butilsililoxi)-5 .H-pregnan-3-ona (66)

El compuest®?2 (510 mg; 1,18 mmol) disuelto en QEl, (4,4mL) y MeOH (17,0mL) se
hizo reaccionar con 4, 30% (874 /) y solucién de KOH 10% en MeOH (118) utilizando el
procedimiento empleado para la obtencion 3 El soélido asi obtenido se purificd por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 95:5) aislandose el con3u@&® mg;
82%).

RMN *H (200,13 MHz, CDG) G3,76 (2H, m, H-20); 3,54 (1H, d, J = 4,1 Hz, H-2); 3,23 (1H, d, J
= 4,1 Hz, H-1); 1,08 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-21); 0,89 (9H, s, {&E+Si); 0,88 (3H, s, H-19); 0,72
(3H, s, H-18); 0,07 (6H, s, (Gh-Si).
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RMN C (50,32 MHz, CDGJ) G206,35 (C-3); 61,22 (C-1); 58,34 (C-17); 55,79 (C-2); 56,12 (C-
14); 48,84 (C-9);42,31 (C-13); 40,19 (C-4); 39,14 (C-12); 36,71 (C-10); 35,44 (C-8); 34,13 (C-5);
31,21 (C-7); 27,26 (C-6); 26,06Q3)sC-Si); 25,73 (C-16); 24,33 (C-15); 23,77 (C-21); 21,37 (C-
11); 18,10 ((CH)sC-Si); 12,27 (C-18); 11,13 (C-19); -4.75/-4.78 (£8).

20-(Dimetil-t-butilsililoxi)- .H-pregnano- . -diol (67)

El compuest®3 (371 mg; 0,83 mmol) se disolvio en THF anhidro (@l) y se traté con
LiIAIH 4 (157 mg; 4,14 mmol) durante 90 minutos a temperatura ambiente bajo atmdsfera de
nitrégeno. Se agregd consecutivamente AcOEt, solucién saturada de NaCl y finalmente solucién
saturada de tartrato de sodio y potasio. Se concentré hasta un tercio del volumen y se extrajo con
CHCI, y luego con AcOEt. La fase organica se sec6 cod®ganhidro y se evaporé el solvente.
El sélido obtenido se purific6 por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo
70:30050:50) obteniéndose el compueSi(160 mg; 43%).
RMN *H (500,13 MHz, CDG)) G4,01 (1H, m, H-3); 3,83 (1H, § = 3,0 Hz, H-1); 3,72 (1H, m,
H-20); 2,14 (1H, m, H-12; 1,99 (1H, m, H-2); 1,64 (1H, m, H-2); 1,63 (1H, m, H-6);1,62 (1H,
m, H-8); 1,61 (1H, m, H-19; 1,60 (1H, m, H-4); 1,59 (1H, m, H-16); 1,43 (1H, m, H-11); 1,38
(AH, m, H-17); 1,37 (1H, m, H-5); 1,34 (1H, m, H)71,32 (1H, m, Hi1 ); 1,31 (1H, m, H-4);
1,28 (1H, m, H-7); 1,14 (2H, m, H-15 y H-12; 1,10 (1H, m, H-9); 1,04 (2H, m, H-14 y H-16
1,07 (3H, s, H-21); 0,89 (1H, m, H-§ 0,88 (9H, s, (CH)3C-Si); 0,81 (1H, s, H-19); 0,68 (1H,,m
H-18); -3,43/-4,04 (6H, m, (Chb-Si).
RMN *°C (125,77 MHz, CDQ) G71,02 (C-20); 66,67 (C-3); 58,41 (C-17); 73,17 (C-1); 56,05 (C-
14); 38,25 (C-2); 47,02 (C-9); 42,34 (C-13); 38,06 (C-4); 39,30 (C-12); 39,60 (C-10); 37,34 (C-8);
35,42 (C-5); 23,76 (C-21); 31,76 (C-6); 28,55 (C-7); 26,@H()sC-Si); 25,74 (C-15); 24,39 (C-
16); 20,49 (C-11); 18,08 (GHC-Si); 12,22 (C-18); 13,00 (C-19); -4.75/-4.78 (£Hi).
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-Acetoxi-20-(dimetil-t-butilsililoxi)- .H-pregnan- .-ol (68)

El compuest®7 (81 mg; 0,18 mmol) se disolvié en @El, (1,2mL) y se tratdé con A©
(194 /; 2,05 mmol) y piridina (79 /; 0,98 mmol) a temperatura ambiente durante 20 horas. Se
diluyé con CHCI, y se lavo la fase organica consecutivamente con HCI 1M y con soluciéon saturada
de NaHCQ. Luego se secO con p&0, anhidro y se evaporo el solvente. El residuo obtenido se
purificd por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etiloo®R5.0) y se obtuvo el
compuest®8 (62 mg; 70%).
RMN *H (200,13 MHz, CDG)) G5,07 (1H, m, H-3); 3,84 (1H, t, J = 2,8 Hz, H-1); 3,74 (1H, m,
H-20); 2,01 (3H, s, 3-acetato); 1,07 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-21); 0,87 (9H, §)3(©Hi); 0,82 (3H, s,
H-19); 0,68 (3H, s, H-18); 0,05(6H, s, (&KSI).
RMN *°C (50,32 MHz, CDGJ)) G 170,59 (3€H;COO0); 72,64 (C-1); 71,01 (C-20); 69,98 (C-3);
58,34 (C-17); 55,92 (C-14); 46,78 (C-9); 42,31 (C-13); 39,58 (C-10); 39,20 (C-12); 36,96 (C-2);
35,32 (C-8); 34,51 (C-4 o C-5); 33,88 (C-5 0 C-4); 31,64 (C-6); 28,41 (C-7); 2&6B){C-Si);
25,73 (C-16); 24,37 (C-15); 23,74 (C-21); 21,42 (C-11); 18,10 {CHSi); 12,91 (C-19); 12,20
(C-18); -4.75/-4.78 (CHtSI).

20-(Dimetil-t-butilsililoxi)- .H-pregn-2-en-1-ona (69)

Una solucion del compues&8 (60 mg; 0,12 mmol) en Ci&l, anhidro (0,8mL) se hizo

reaccionar con una mezcla de PCC (105 mg; 0,49 mmol), B&&3Omg; 0,32 mmol) y tamiz
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molecular de 3 A (86 mg) en GEl, anhidro (1,3nL) utilizando el procedimiento empleado para

la preparacion dél, obteniéndose el 1-ceto-3-acetato esteroide.

RMN *H (200,13 MHz, CDGJ)) G4,89 (1H, m, H-3); 3,72 (1H, m, H-20); 1,17 (3H, s, H-19); 1,07
(3H, d, J = 6,0 Hz, H-21); 0,87 (9H, s, (§KC-Si); 0,68 (3H, s, H-18); 0,06 (6H, S, (QKSI).

RMN *3C (50,32 MHz, CDG)) G210,6 (C-1); 71,15 (C-20); 70,92 (C-3); 58,30 (C-17); 55,71 (C-
14); 46,81 (C-9); 42,39 (C-13); 50,47 (C-10); 39,28 (C-12); 43,87 (C-2 o C-4); 35,55 (C-8); 33,38
(C-5); 42,08 (C-4 0 C-2); 30,94 (C-6); 27,56 (C-7); 26,08H§)sC-Si); 25,55 (C-16); 24,26 (C-

15); 23,67 (C-21); 22,28 (C-11); 1,10 (3HsCO0); 18,10 ((CH)sC-Si); 12,41 (C-19); 12,20 (C-

18); -3,47/-4.14 (CHISI).

El compuesto obtenido anterior se disolvié en dioxano ifiLY y se traté con solucion
acuosa de NaOH 15% (190) a temperatura ambiente durante 10 h. Se agregd agua, se neutralizo
la mezcla con HCI 1M y se extrajo con éter etilico. La fase organica se secé,8an Alzhidro y
se evaporo el solvente. El solido obtenido se purificO por cromatografia flash (silica gel,
hexano/acetato de etilo 95:5) obteniéndose el comp68$1®@ mg;35% desd&s).

RMN 'H (500,13 MHz, CDG) G6,64 (1H, ddd, J = 10,1; 4,7 y 3,6 Hz, H-3); 5,79 (1H, dt, J
10,2y 2,2 Hz, H-2); 3,73 (1H, m, H-20); 2,16 (2H, m, H-4); 2,12 (1H, m, H:1288 (1H, m, H-
5); 1,63 (1H, m, H-7); 1,62 (1H, m, H-15-); 1,61, 1H, m, H-16:); 1,48 (2H, m, H-6); 1,45 (1H,
m, H-17); 1,38 (1H, m, H-11; 1,33 (1H, m, H-9); 1,32 (1H, m, H-8); 1,31 ( 2H, m, H-M H-
12); 1,19 (A1H, m, H-15:); 1,13 (1H, m, H-14); 1,11, 1H, m, H-16; 1,07 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-
21); 1,06 (1H, s, H-19); 0,91 (1H, m, H)70,88 (9H, s, (CH)sC-Si); 0,70 (1H, s, H-18); 0,06-0,05
(CHg)2-Si).

RMN *°C (125,77 MHz, CDG) G206,61(C-1); 145,001 (C-3); 129,0(C-2); 70,98(C-20); 5849
(C-17); 56,08(C-14); 47,48(C-9); 47,33(C-10); 43,37(C-5);42,28(C-13); 39,62 (C-12); 36,58C-
8); 31,30(C-4); 30,74(C-7); 28,26(C-6); 26,08(CH3)3C-Si); 25,61 (C-15); 24,4(C-16); 23,73
(C-21); 23,38(C-11); 18,08 ((CH)3C-Si); 12,51(C-18); 10,48 (C-19); -3,44/-4.06 (GFSi).
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20-(Dimetil-t-butilsililoxi)- .H-pregn-2-en- .-ol (70)

El compuest®6 (40 mg; 0,09 mmol) se disolvié en etanol absoluto ifiL}, se traté con hidracina
(170 /)y agua (55 /) utilizando el procedimiento empleado para la preparaci@del residuo
obtenido se purifico por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 95:5) aislandose el
compuestd@0 (16 mg; 41%).

RMN 'H (500,13 MHz, CDG) G5,82 (2H, m, H-2 y H-3); 3,71 (1H, m, H-1); 3,73 (1H, m, H-
20); 2,14 (1H, m, H-12); 1,63 (1H, m, H-6); 1,35 (1H, m, H-8); 1,61 (1H, m, H-15 1,94 (1H,

m, H-4.); 1,61 (1H, m, H-16); 1,43 (1H, m, H-11); 1,38 (1H, m, H-17); 1,56 (1H, m, H-5); 1,61
(1H, m, H-15); 1,24 (1H, m, H-7); 1,32 (1H, m, H-11); 1,68 (1H, m, H-4); 1,49 (1H, m, H-7);

1,14 (1H, m, H-15); 1,18 (1H, m, H-12); 1,29 (1H, m, H-9); 1,07 (1H, m, H-1§ 1,08 (1H, m,
H-14); 1,07 (3H, s, H-21); 0,91 (1H, m, H¥% 0,88 (9H, s, (Ch)sC-Si); 0,71 (1H, s, H-19); 0,69

(1H, m, H-18); 0,06 (6H, m, (Ci-Si).

RMN *C (125,77 MHz, CDG) G70,99 (C-20); 127,84 (C-3 o C-2); 58,42 (C-17); 69,78 (C-1);
56,07 (C-14); 130,50 (C-2 o C-3); 46,22 (C-9); 42,21 (C-13); 30,74 (C-4); 39,26 (C-12); 38,94 (C-
10); 35,46 (C-8); 34,64 (C-5); 23,75 (C-21); 31,53 (C-6); 28,59 (C-7); 25(H8:){C-Si); 25,70
(C-15); 24,42 (C-16); 20,44 (C-11); 18,08 (g)k€C-Si); 11,35 (C-18); 12,17 (C-19); -4.75/-4.78
(CHs-Si).
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17(130 18)-abeo- .H-Pregna-1,13,15,17-tetraeno-3,20-diona (71)

A una mezcla de PCC (605 mg; 2,81 mmol), BaG®70 mg; 1,87 mmol) y tamiz
molecular de 3 A (494 mg) en GEl, anhidro (8,0mL) se le agreg6 una solucion 22 (220 mg;
0,704 mmol) en CkCl, anhidro (5,0mL) y se procedi6 como en la obtencion Gle El sélido
resultante se purificé por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 80:20) y se
obtuvo el 3-ceto esteroide (197 mg; 90%).

RMN *H (200,13 MHz, CDGQ) G7,72 (1H, dd, J = 8,2 y 2,0 Hz, H-16); 7,68 (1H, s, H-18); 7,39
(1H, d,J = 8,2 Hz, H-15); 2,57 (3H, s, H-21); 1,07 (3H, s, H-19).

RMN **C (50,32 MHz, CDG)) G 211,39 (C-3); 198,09 (C-20); 146,40 (C-14); 137,09 (C-13);
134,56 (C-17); 128,71 (C-18); 126,40 (C-15); 125,72 (C-16); 37,96 (C-2 o C-1); 50,28 (C-9); 44,30
(C-4); 45,67 (C-5); 37,86 (C-8); 38,10 (C-1 o C-2); 37,86(C-10); 31,53 (C-7); 30,98-30,65 (C-12);
29,01 (C-6); 26,54 (C-21); 22,78 (C-11); 10,81 (C-19).

El compuesto anterior (172 mg; 0,55 mmol) se disolvi6 en DMSOr®,py se hizo
reaccionar con IBX (616 mg; 2,20 mmol) durante 1,5 horas a 90 °C. Se diluyé con éter eélico y s
extrajo con solucibn de NaHG®% Yy posteriormente con solucion saturada de NaCl. La fase
organica se seco6 con 0, anhidro y se evaporo el solvente. El solido obtenido se purificd po
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 9080D020) para obtener el compuegtb
como un solido blanco (83 mg; 49%).

RMN *H (200,13 MHz, CDG) G7,74 (1H, dd, J = 8,2 y 1,9 Hz, H-16); 7,69 (1H, d, J = 1,7 Hz,
H-18); 7,40 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 7,23 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-1); 5,94 (1K,=dp,2 y 0,8

Hz, H-2); 2,58 (3H, s, H-21); 1,08 (1H, s, H-19).

RMN C (50,32 MHz, CDG)) G199,67 (C-3); 197,98 (C-20); 157,79 (C-2 o C-1); 139,97-146,00
(C-14); 136,82 (C-13); 134,69 (C-17); 128,66 (C-18); 127,80 (C-1 o C-2); 126,10 (C-15); 125,79
(C-16); 46,10 (C-9); 43,55 (C-5); 40,60 (C-4); 38,96 (C-10); 38,35 (C-8); 30,88 (C-12 0 C-7); 30,41
(C-7 0 C-12); 27,64 (C-6); 26,50 (C-21); 22,85 (C-11); 12,44 (C-19).
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-Epoxi-17(130 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trieno-3,20-diona (72)

Al compuesto/1 (62 mg; 0,20 mmol) disuelto en @&, (0,8 mL) y MeOH (3,0mL) se le
agrego HO, 30% (148 /) y solucién de KOH 10% en MeOH (2Q') utilizando el procedimiento
enmpleado para la preparacion 88 obteniéndose el compuesta como un sélido blanco (52 mg;
80%).

RMN *H (200,13 MHz, CDGJ) G7,73 (1H, dd, J = 8,2 y 1,9 Hz, H-16); 7,69 (1H, d, J = 1,7 Hz,
H-18); 7,39 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 3,66 (1H, d, J = 4,2 Hz, H-2); 3,31 (1H- d,2 Hz, H-1);

2,58 (3H, s, H-21); 0,95 (1H, s, H-19).

RMN **C (50,32 MHz, CDG)) G 205,33(C-3); 197,99 (C-20); 145,76 (C-14); 136,70 (C-13);
134,62 (C-17); 128,70 (C-18); 126,20 (C-15); 125,70 (C-16); 60,60 (C-1); 55,87 (C-2); 45,11 (C-9);
39,71 (C-4); 38,20 (C-8); 33,24 (C-5); 36,83 (C-10); 30,81 (C-12 o0 C-7); 30,20 (C-7 0 C-12); 26,49
(C-6); 26,49 (C-21); 22,89 (C-11); 10,45 (C-19).

+L G UD]R Q-BidiGx*i#17(13 0 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trien-20-ona (73)

NNH,

A una suspension del compues® (30 mg; 0,09 mmol) en etanol absoluto (1MB) se
agrego hidracina (176/) y agua (58 /) utilizando el procedimiento empleado para la preparacion
de 60. Se obtuvo el compuestd3 impuro, que se descompone al tratar de purificarlo por
cromatografia en silica gel.
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RMN 'H (200,13 MHz, CDG)) G5,88 (2H,sa H-2 y H-3); 4,08 (2H, sa, NN#}t 3,86 (1H,s3 H-
1): 2,13 (3H, s, H-21): 0,77 (3H, s, H-19).

-Acetoxi-20-(dimetil-t-butilsililoxi)-17(13 o 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trieno (75)

AcO AcO

A una solucion del compuesti (1,34 g, 3,78 mmol) en GE&l, (33 mL) y metanol (33
mL) a O se traté con NaBH(0,286 g, 7,56 mmol) utilizando el procedimiento empleado para la
obtencion de33. La fase organica se lavd con agua, se secd ceByanhidro y se evaporo el
solvente obteniéndoget.
RMN !H (200,13 MHz, CDG) G7,28 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 7,13 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-16);
7,07 (1H, s, H-18); 4,82 (1H, q, J = 6,4 Hz, H-20); 4,72 (1H, m, H-3); 2,03 (3H, s, 3-acetato); 1,47
(3H, d, J = 6,4 Hz, H-21); 0,86 (3H, s, H-19).

A una solucion del compuesto anterior en DMF anhidro 20 se le agregaron
sucesivamente imidazol (1,48 g, 21,7 mmol) y TBDMSCI (2,20 g, 14,6 mmol). La mezcla se agité a
50°C durante 2 horas bajo atmosfera de nitrogeno, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se
extrajo con éter etilico. La fase organica se lavd 6 veces con solucion saturada de NaGg luego
secO con NgsO, anhidro y se evapor6 el solvente. El sélido resultante se purificd por cromatografia
flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 1G09D:10) obteniéndose el compueg(1,67 g, 94%
desde21) como una mezcla de epimeros en C-20 en forma de un sélido amorfo.

RMN *H (500,13 MHz, CDG) G7,24 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-15 7,23 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-
15); 7,11 (1H, dd, J =8,1y 1,5 Hz, H-16 7,09 (1H, dd, J = 8,2y 1,5 Hz, H-16 7,03 (1H,s3
H-18a); 7,00 (1Hsa H-18 ); 4,82 (1H, g, J = 6,3 Hz, H-20); 4,74 (1H, m, H-3); 2,82 (2H, m, H-
12.); 2,70 (1H, td, J = 11,7 y 8,6 Hz, H-8); 2,48 (1H, m, B:2,05 (3H, s, 3-eetto); 1,95 (1H,

m, H-11.); 1,91 (1H, m, H-1); 1,88 (1H, m, H-2); 1,69 (1H, m, H-4); 1,58 (1H, m, H-2); 1,48
(2H, m, H-6); 1,41 (2H, m, H-4y H-11); 1,40 (3H, d, J = 6,3 Hz, H-21); 1,28 (1H, m, H:7
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1,27 (1H, m, H-5); 1,11 (1H, m, H-9 y H:} 0,91 (9H, s, (CHsC-Si); 0,87 (1H, s, H-19); 0,06

(6H, s, CH-Si).

RMN C (125,77 MHz, CDG) G 170,69 (3-acetato); 143,90 (C-17); 139,31 (C-14); 136,34-
136,29 (C-13); 125,72-125,70 (C-15); 125,41-125,36 (C-18); 122,60-122,51 (C-16); 73,64 (C-3);
70,49-70,42 (C-20); 50,96 (C-9); 44,02-5); 37,58 (C-8); 36,42 (C-1); 35,80 (C-10); 33,76 (C-4);
31,95-31,91 (C-7); 30,92-30,89 (C-12); 28,83 (C-6); 27,30 (C-2); 27,20 (C-21); 2689)4C-

Si); 22,75 (C-11); 21,45 (3-acetato); 18,27 (8-Si); 11,57 (C-19); -4,75/ -4,79 (GHBi).

20-(Dimetil-t-butilsililoxi)-17(13 o 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trien-3-ona (77)

AcO

Una solucion del compues®® (1,67 mg, 3,55 mmol) en THF (8dL) y MeOH (87mL) se
tratd con KOH 5% en agua (2072L) utilizando el procedimiento empleado para la preparacién de
22. El soélido obtenido se purific6 por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato 70:30)
obteniéndose el compuest6 (1,48 g, 97%) como una mezcla de epimeros en C-20.
IR (KBr): 3350,3; 2927,9; 2856,9; 1471,3; 1254,8; 1094,3; 1044,8; 834,3; 773,9 cm
RMN H (500,13 MHz, CDG)) G7,25 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-15 7,24 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-
15); 7,11 (1H,dd, J =8,0y 1,7 Hz, H-6 7,09 (1H, dd, J = 8,1y 1,6 Hz, H-167,03 (1H, d, J
= 1,1 Hz, H-18); 7,00 (1H, d, J = 1,1 Hz, H-1B 4,82 (1H, q, J = 6,4 Hz, H-20); 3,65 (1H, m, H-
3); 2,82 (2H, m, H-12); 2,71 (1H, tdJ = 11,3 y 4,0 Hz, H-8); 2,48 (1H, dg, J = 12,8 y 3,7 Hz, H-
7 ); 1,96 (1H, m, H-11); 1,89 (1H, m, H-1); 1,88 (1H, m, H-2); 1,65 (1H, m, H-4); 1,49 (2H,
m, H-2 ); 1,48 (2H, m, H-6); 1,42 (1H, m, H-1} 1,40 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-21); 1,35 (1H, m, H-
4); 1,28 (1H, m, H-7); 1,21 (1H, m, H-5); 1,10 (1H, td, J = 11,4 y 2,5 Hz, H-9); 1,08 (1H, m, H-
1.); 0,91 (9H, s, (CH)sC-Si)); 0,86 (1H, s, H-19); 0,06 (6H, s, &Bi).
RMN *°C (125,77 MHz, CDG)) G 143,85 (C-17); 139,44 (C-14); 136,40-136,35 (C-13); 125,75-
125,73 (C-15); 125,41-125,35 (C-18); 122,59-122,51 (C-16); 71,29 (C-3); 70,50-70,43 (C-20);
51,12 (C-9); 44,23 (C-5); 37,93 (C-2); 37,64 (C-8); 36,67 (C-1); 35,83 (C-10); 32,06-32,02 (C-7);
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31,35 (C-4); 30,98-30,95 (C-12); 28,98 (C-6); 27,17 (C-21); 25,8%{(C-Si); 22,81 (C-11);
18,27 ((CH)3C-Si); 11,68 (C-19); -4.75/-4.78 (GFSI).
IES-EMAR : [M+Na]" 451,2987 (calculado para£4NaO,Si: 451,3003).

A una mezcla de PCC (2,90 g, 13,4 mmol), BaC)78 g, 9,02 mmol) y tamiz molecular
de 3 A (2,37 g) en Ci€l, anhidro (40mL) bajo atmdsfera de nitrégeno a temperatura ambiente, se
le agregd una solucion del compueg® (1,45 g; 3,38 mmol) en GiEl, anhidro (25mL) y se
procedié como en la preparacion @& El sélido resultante se purificd por cromatografia flash
(silica gel, hexano/acetato de etilo 95:5) Se obtuvo el comprigéio?1 g, 80%)

IR (KBr): 2925,7; 2855,4; 2360,2; 2341,7; 1706,8; 1254,8; 1097,7; 774,7; 672,0 cm

RMN *H (200,13 MHz, CDG)) G3,74 (1H, m, H-20); 1,08 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-21); 0,88 (9H, s,
(CHg)3C-Si); 1,02 (3H, s, H-19); 0,89 (3H, s, H-18); 0,06(6H, s, {/&18i).

IES-EMAR : [M+Na]" 449,2851 (calculado para£4,NaO,Si: 449,2846).

20-Hidroxi-17(13 0 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trien-3-ona (78)

El compuesta@7 (1,10 g, 2,58 mmol) se agreg6 a una soluciéon dé&lBen THF 1M (5,17
mL, 5,17 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 6 horas. Luego de evaporar el
solvente, el residuo se purificd por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 60:40)
obteniéndos&8 (750 mg, 93%).
RMN *H (200,13 MHz, CDG) G7,29 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-15); 7,15 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-16);
7,09 (1H,s3 H-18); 4,84 (1H, q, J = 6,4 Hz, H-20); 1,48 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-21); 1,05 (3H, s, H-
19).
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20-Acetoxi-17(130 18)-abeo- .H-pregna-13,15,17-trien-3-ona (79)

OAc

Al compuestor8 (740 mg, 2,37 mmol) se lo traté con anhidrido acético (BR) piridina
(2,20 mL) y DMAP (0,1 mg) durante 1 hora a temperatura ambiente segun el procedimiento
empleado para la preparaciéon2& El residuo obtenido se purificé por cromatografia flash (silica
gel, hexano/acetato 80:20) obteniéndose el compu@stomo un soélido blanco (798 mg,%5.
IR (KBr): 2935,6; 2860,2; 1734,5; 1715,4; 1241,0; 669,2.cm
RMN *H (500,13 MHz, CDQ) G7,29 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 7,14 (1H, dd, J = 8,1y 1,6 Hz,
H-16); 7,06 (1Hsa H-18); 5,83 (1H, q, J = 6,6 Hz, H-20); 2,85 (2H, m, H-12); 2,77 (1H, &, J
11,8y 3,8 Hz, H-8); 2,50 (1H, dq, J = 13,0y 3,4 Hz, h-2,45 (1H, dd, J = 14,4y 2,3 Hz, H)2
2,36 (1H, m, H-2); 2,32 (1H, t, J = 14,0 Hz, H-%, 2,17 (1H, m, H-1); 2,16 (2H, m, H-4); 2,06
(3H, s, 20-ae@to); 1,99 (1H, m, H-11); 1,62 (1H, m, H-5); 1,54 (2H, m, H-6); 1,52 (3H, d, J = 6,6
Hz, H-21); 1,48 ( 1H, m, H-12; 1,44 (1H, m, H-1); 1,30 (1H, m, H-7); 1,17 (1H, td, J = 11,8 y
3,8 Hz, H-9); 1,05 (1H, s, H-19).
RMN *3C (125,77 MHz, CDQ) G 211,63 (C-3); 170,37 (20-acetato); 140,33 (C-17); 138,80-
138,78 (C-14); 136,84-136,83 (C-13); 126,60-126,53 (C-18), 126,36-126,34 (C-15); 123,66-123,55
(C-16); 72,16-72,10 (C-20); 50,63-50,61 (C-9); 45,84 (C-5); 44,40 (C-4); 38,08 (C-1); 37,92 (C-2);
37,62 (C-8); 35,96 (C-10); 31,71 (C-7); 30,79-30,77 (C-12); 29,12 (C-6); 22,92 (C-11); 22,03-21,99
(C-21); 21,39 (20-acetato); 10,87 (C-19).
IES-EMAR : [M+Na]* 377,2081 (calculado para4El;NaQs: 377,2087).
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20-Acetoxi-17(130 18)-abeo- .H-pregna-1,13,15,17-tetraen-3-ona (80)

OAc OAc

A una solucion del compuest® (790 mg, 2,23 mmol) en DMSO (14rhL) se hizo
reaccionar con IBX (1,87 g, 6,68 mmol) segun el procedimiento utilizado para la prepara@in de
El residuo obtenido se purificé por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo
90:100 80:20) resultando el compues0 (393 mg, 500).
IR (KBr): 2932,9; 2864,2; 1733,3; 1678,3; 1443,9; 1371,0; 1243,1; 1065,7; 948,2 cm
RMN *H (500,13 MHz, CDG)) G7,29 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 7,23 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-2);
7,15 (1H, dd, J = 8,2 y 1,7 Hz, H-16); 7,07 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-18); 5,92 (1H, dd, J =10,2y 0,9
Hz, H-1.); 5,83 (1H, q, J = 6,6 Hz, H-20); 2,89 (2H, m, H-12); 2,80 (1H, td, J = 11,7 y 4,0 Hz, H-
8); 2,54 (1H, dg, J = 13,0 y 3,7 Hz, H)72,42 (1H, dd, J = 17,6 y 14,0 Hz, H)42,30 (1H, ddd,
J=17,6; 4,1y0,9 Hz, H-4, 2,17 (1H, m, Ht1.); 2,06 (3H, s, 20-acetato); 2,02 (1H, m, H-5);
1,63 (2H, m, H-6); 1,55 ( 1H, m, H-1} 1,52 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-21); 1,39 (1H, td, J = 11,3y
2,2 Hz, H-9); 1,34 (1H, m, H-3; 1,05 (1H, s, H-19).
RMN **C (125,77 MHz, CDG) G199,85 (C-3); 170,31 (20-acetato); 157,79 (C-2); 139,97-139,01
(C-14); 138,99 (C-17); 136,57-136,56 (C-13); 127,75 (C-1); 126,57-126,52 (C-18); 126,06 (C-15);
123,69-123,60 (C-16); 72,08-72,02 (C-20); 46,43-46,41 (C-9); 43,70 (C-5); 40,70 (C-4); 38,99 (C-
10); 37,93-37,92 (C-8); 31,06 (C-7); 30,57-30,55 (C-12); 27,74 (C-6); 22,99 (C-11); 22,01-21,98
(C-21); 21,35 (20-acetato); 12,47 (C-19).
IES-EMAR : [M+Na]* 375,1916 (calculado para4El,sNaQs: 375,1931).
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20-Acetoxi- . -epoxi-17(130 18)-aleo- .H-pregna-13,15,17-trien-3-ona (81)

OAc OAc

A una solucién del compuesé® (300 mg, 0,85 mmol) en GBI, (3,2mL) y MeOH (12,5
mL) se agreg6 bD, 30% (630 /) y solucion de KOH 10% en MeOH (85/) segun el
procedimiento empleado para la obtencion del compukst&l solido resultante se purificd por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo 70:30) obteniéndose el cor8py2d®
mg, 79%).
IR (KBr): 2924,4; 2853,5; 1733,4; 1715,6; 1243,2; 1063,3; 1024,5; 430
RMN *H (500,13 MHz, CDQ) G7,28 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-15); 7,15 (1H, dd, J = 8,1 y 1,7 Hz,
H-16); 7,08 (1H, sa, H-18); 5,83 (1H, m, H-20); 3,65 (1H, d, J = 4,2 Hz, H-1); 3,30 (1H, d, J =4,2
Hz, H-2); 2,91 (2H, m, H-12); 2,73 (1H, td, J = 11,6 y 3,8 Hz, H-8); 2,48 (1H, dq, J = 12,8 y 3,2
Hz, H-7 ); 2,33 (1H, dd, J = 19,2 y 5,5 Hz, H}¥4 2,18 (1H, m, H-11); 2,16 (1H, m, H-5); 2,06
(3H, s, 20-ae@to); 1,99 (1H, dd, J = 19,3 y 12,7 Hz, H}41,69 (1H, td, J = 11,7 y 2,1 Hz, H-9);
1,59 (1H, m, H-6); 1,55 ( 1H, m, H-11); 1,52 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-21); 1,42 (1H, qd, J = 13,0y
3,2 Hz, H-6); 1,30 (1H, qd, J = 12,4y 3,4 Hz, H)70,93 (1H, s, H-19).
RMN *3C (125,77 MHz, CDQ) G 205,54 (C-3); 170,30 (20-acetato); 139,74 (C-14); 138,99-
138,95(C-17); 136,49-136,47 (C-13); 126,58-126,48 (C-18); 126,17-126,15 (C-15); 123,70-123,56
(C-16); 72,08-72,01 (C-20); 60,75 (C-1); 55,94 (C-2); 45,44 (C-9); 39,84 (C-4); 37,80-37,79 (C-8);
36,84(C-10); 33,37 (C-5); 31,02 (C-7); 30,36-30,35 (C-12); 27,34 (C-6); 23,05 (C-11); A2-96
21); 21,33 (20-acetato); 10,%2-19).
IES-EMAR : [M+Na]* 391,1889 (calculado para4El,sNaQ,: 391,1880).
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17(13018)-abeo- .H-Pregna-2,13,15,17-tetraeno-.  -diol (83)

A una suspension del compue&b (148 mg; 0,40 mmol) en etanol (6)3L) se la hizo
reaccionar con hidracina (760/; 15,69 mmol) y agua (250 /; 13,89 mmol) segun el
procedimiento empleado para la preparaciéf@ebteniéndose el compue&a
IR (KBr): 3389.0, 2918.4, 1735.4, 1443.0, 1371.2, 1243.1, 1022.4, 740.3 cm
RMN *H (500,13 MHz, CDGQ) G7,30 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-15); 7,13 (1H, dd, J = 8,1 y 1,7 Hz,
H-16); 7,06 (1H, sa, H-18); 5,86 (2H, m, H-2 y H-3); 5,83 (1H, q, J = 6,6 Hz, H-20); 3,84 (1H, d, J
= 4,5 Hz, H-1); 2,86 (2H, m, H-12); 2,70 (1H, td, J =11,7y 2,8 Hz, H-8); 2,43 (1H, dq, J = 12,8y
3,2 Hz, H-7); 2,05 (3H, s, 20-ace@; 2,00 (1H, m, H-4); 1,98 (1H, m, H-11); 1,81 (1H, t, =
11,5y 2,4 Hz, H-9); 1,75 (1H, m, H-% 1,71 (1H, m, H-6); 1,65 (1H, m, H-5); 1,52 (3H, d,J
6,6 Hz, H-21); 1,48 (1H, m, H-§; 1,41 (1H, m, H-11); 1,26 (1H, m, H-7); 0,75 (1H, s, H-19).

RMN *3C (125,77 MHz, CDGJ)) G 170,40 pO-acetato); 140,94 (C-17); 138,50-138,47 (C-14);
137,31-137,29 (C-13); 130,58 (C-2); 127> 3); 126,70-126,59 (C-18); 126,55-126,54 (C-15);
123,50-123,37 (C-16); 72,24-72,18 (C-20); 69,57 (C-1); 43,34-43,32 (C-9); 39,40 (C-10); 37,67-
37,66 (C-8); 34,34 (C-5); 31,86-31,85 (C-7); 30,74-30,73 (C-12); 3@C4D); 28,93 (C-6); 22,11-
22,09 (C-11); 22,01-21,98 (C-21); 21,41 (20-acetato); 10,79 (C-19).

IES-EMAR : [M+Na]* 377,2087 (calculado para4El;oNaQs: 377,2087).

El solido obtenido anteriormente se disolvio en THFr(2Q y MeOH (30mL) y se lo tratd
con una solucion acuosa de KOH 5% (1r8k) utilizando el procedimiento empleado para la
obtencion de22. El solido resultante se purificé por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato
de etilo 70:30) obteniéndose el compué&d@64 mg 51% desd&1).
IR (KBr): 3383,6; 2917,3; 1660,3; 1022,4; 740,0'tm
RMN *H (500,13 MHz, CDGJ)) G7,31 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-15); 7,14-7,16 (1H, m, H-16); 7,09
(1H, m, H-18); 5,87 (2H, m, H-2 y H-3); 4,84 (1H, q, J = 4,4 Hz, H-20); 3,84 (1H, d, J = 4,5 Hz,
H-1); 2,88 (1H, m, H-12); 2,83 ( 1H, m, H-12); 2,69 (1H, td, J =10,5y 2,4 Hz, H-8); 2,43 (1H,

137



Parte experimental

dg, J = 13,0 y 3,2 Hz, H-J; 2,00 (1H, m, H-4); 1,98 (1H, m, H-11); 1,80 (1H, m, H-9); 1,75

(1H, m, H-4); 1,71 (1H, m, H-6); 1,65 (1H, m, H-5); 1,49 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-21); 1,47 (1H, m,
H-6 ); 1,41 (1H, m, Ht1 ); 1,26 (1H, m, H-7); 0,75 (1H, s, H-19).

RMN *°C (125,77 MHz, CDG) G142,77-142,7§C-14); 140,49 (C-17); 137,33-137,31 (C-13);
130,59 (C-2); 127,75 (C-3); 126,59-126,57 (C-15); 125,87-125,84 (C-18); 122,70 (C-16); 70,25-
70,20 (C-20); 69,58 (C-1); 43,42-43,41 (C-9); 39,41 (C-10); 3{+8); 34,35 (C-5); 31,93 (C-7);
30,79-30,76 (C-12); 30,44 (C-4); 28,94 (C-6); 24,93-24,90 (C-21); 22,16 (C-11); 10,81 (C-19).
IES-EMAR : [M+Na]" 335,1996 (calculado para®&,sNaO,: 335,1982).

.-Hidroxi-17(13 o0 18)-abeo- .H-pregna-2,13,15,17-tetraen-20-ona (27)

A una soluciéon del compues83 (60 mg, 0,19 mmol) en Gigl, (15mL) se agregd N&O;
(100 mg) y MnQ (280 mg; 3,22 mmol) en porciones equivalentes (70 mg) cada 6 horas. La
suspension se agité en total durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se filtré la
suspension a través de celite y el filtrado fue evaporado. El residuo solido obtenido se purificé por
cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilo @080020) obteniéndose el compueid
(43 mg, 72%) como un aceite incoloro.
IR (KBr): 3462,9; 3023,3; 2920,9; 1768,2; 1680,5; 1604,1; 1444,2; 1259,3; 738,6 cm
RMN *H (500,13 MHz, CDG) G7,72 (1H, dd, J = 8,2y 1,8 Hz, H-16); 7,67 (1H, sa, H-18); 7,40
(1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 5,87 (2H, m, H-2 y H-3); 3,85 (1H, d, J = 4,4 Hz, H-1); 2,91 (2H, m, H-
12); 2,73 (1H, td, J = 11,7 y 2,9 Hz, H-8); 2,57 (3H, s H-21); 2,46 (1H, dqg, J = 12,9 y 3,5 Hz, H-
7.); 2,02 (1H, m, H-4); 2,01 (1H, m, H-11); 1,84 (1H, td, J = 11,5 y 2,5 Hz, H-9); 1,76 (1H, m,
H-4 ); 1,73 (1H, m, H-6); 1,67 (1H, m, H-5); 1,49 (1H, m, H-§ 1,42 ( 1H, m, H-11); 1,28 (1H,
qd, J = 13,0y 3,7 Hz, H-J; 0,77 (1H, s, H-19).
RMN *3C (125,77 MHz, CDG) G 198,24 (C-20); 147,18C-14); 137,57 (C-13); 134,44 (C-17);
130,61 (C-2); 128,92 (C-18); 127,69 (C-3); 126,64 (C-15); 125,49 (C-16); 69,51 (C-1); 43,12 (C-9);

138



Parte experimental

39,44 (C-10); 38,20 (C-8); 34,27 (C-5); 31,71 (C-7); 30,66 (C-12); 30,37 (C-4); 28,87 (C-6); 26,54
(C-21); 22,00 (C-11); 10,75 (C-19).
IES-EMAR : [M+Na]" 333,1832 (calculado para®E,sNaO,: 333,1825).

17(130 18)-abeo- .H-pregna-2,13,15,17-tetraeno-1,20-diona (28)

Una solucién del compues83 (30 mg; 0,096 mmol) en GBI, anhidro (0,7mL) se traté
con PCC (84 mg; 0,39 mmol), Bag@9 mg; 0,25 mmol) y tamiz molecular de 3 A (68 mg) en
CH.Cl, anhidro (1,0mL) utilizando el procedimiento empleado para la obtencié6ld&l sélido
resultante se purificé por cromatografia flash (silica gel, hexano/acetato de etilam 80:20)
obteniéndose el compuesi8 (24 mg, 81%).
IR (KBr): 2914,7; 1676,1; 1602,0; 1261,4; 710,0tm
RMN *H (500,13 MHz, CDG) G7,71 (1H, dd, J = 8,2 y 1,8 Hz, H-16); 7,69 (1H, sa, H-18); 7,38
(1H, d, J = 8,2 Hz, H-15); 6,72 (1H, ddd, J = 10,2; 4,3 y 3,2 Hz, H-3); 5,86 (1H, dt, J =10,2y 2,0
Hz, H-2); 3,05 (1H, ddd, J = 16,8; 12,0 y 5,1 Hz, H312,87 (1H, ddd, J = 16,4; 4,1 y 3,8 Hz, H-
12); 2,68 (1H, m, H-11); 2,67 (1H, m, H-8); 2,57 (3H, s H-21); 2,48 (1H, dqg, J = 12,8 y 3,6 Hz,
H-7 ); 2,22 (2H, m, H-4); 1,94 (1H, m, H-5); 1,72 (1H, m, H-9); 1,68 (2H, m, H-6); 1,44 ( 1H,
dddd, J = 12,9; 12,4; 10,2 y 3,8 Hz, H-):11,25 (1H, qd, J = 12,7 y 4,3 Hz, H)71,14 (1H, s, H-
19).
RMN *C (125,77 MHz, CDG)) G 205,71(C-1); 198,17 (C-20); 146,45 (C-14); 145 %2-3);
137,98 (C-13); 134,64 (C-17); 128,93 (C-18); 128,65 (C-2); 126,08 (C-15); 125,35 (C-16); 47,38
(C-10); 43,55C-9); 42,61 (C-5); 39,39 (C-8); 30,89 (C-4); 30,68 (C-12); 30,42 (C-7); 28,16 (C-6);
26,54 (C-21); 25,99 (C-11); 9,71 (C-19).
IES-EMAR : [M+Na]* 331,1681 (calculado paraE,sNaO,: 331,1669).
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5.3 Obtencion de salpichrdlidos A (1), G (4) yB (2)

Aislamiento de los salpichrélidos A (1) y G (4dle Salpichroa origanifolia

Se utilizaron hojas y tallos recolectados en los alrededores de la Ciudad Universitaria de
Buenos Aires en primavera. Un ejemplar se halla depositado en el herbario del Museo Botéanico,
Universidad de Cérdoba [CORD 254]. ElI material vegetal (500 g) se procesé siguiendo la
metodologia descripta previamente por Tettamanzi (Tettamanzi, Tesis doctoral, 1999). La planta
recién cortada y triturada se macerod, primero con 2000de éter etilico durante cinco dias y
posteriormente con 1500L de etanol la misma cantidad de tiempo a temperatura ambiente en
lugar fresco. Se evaporaron los extractos etéreos y etanolico combinados.

El residuo obtenido (6 g) se fraccioné por cromatografia flash en silica gel 60 G en un
embudo con placa de vidrio sinterizado y aplicando vacio. Se usaron como eluyentes mezclas de
hexano y acetato de etilo de polaridad creciente desde 100:0 hasta 0:100, de las fracciones eluidas
con hexano-acetato de etilo (40:60) se aisl6 salpichrélidh £50 mg) y de las fracciones eluidas

con hexano-acetato de etilo (30:70) salpichrolidg)350 mg).

Sintesis del salpichrélido B (2)

Si bien el salpichrélidos B2) se aislé previamente de plantas de S. origanifolia, el mismo se
encuentra en pequefas cantidades y en determinadas épocas del afio. Con el finededdisa®

cantidades necesarias para realizar los ensayos de actividad, este compuesto se pantitidél a
salpichrélido A () siguiendo la metodologia descripta previamente (Bado et al., 2004).
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5.4 Protocolo de ensayos de actividad antiestrogénica

Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama humano MCF-7. Se cultivaron con
medio completo 'XOEHFFRfV ORGLILHG (DJGRTW:10MMEMFEL2) +DP
suplementado con 10% de suero fetal bovino decomplementado (SFB). Las células se incubaron a
37°C en una atmosfera de 5% Qtasta alcanzar un 80% de confluencia. Se cosecharon con 0,25%
tripsina (Invitrogen Life Technologies)-0,025% EDTA (Sigma-Aldrich). La reaccidon enzimética s

detuvo con medio suplementado con 10% de SFB (Bruzzone et al., 2011).
Ensayos de proliferacion celular

Se sembrarondulas MCF-7 en placas de 96 celdas a una concentracion de 5.000 células
por celda en presencia de medio DMEM/F12 2% absorbido.

Luego de la adhesion celular (24 horas), el medio conteniendo estradiol en concentracion
10'°M y los compuestos a ensayar en concentraciones 8 ¥010*° M fue cambiado cada 24
horas durante las 72 horas siguientes. Con el ultimo cambio de medio, se agreg6 a cada celda 0,2

Ci [*H]-Timidina (NET 027E, Dupont-New England Nuclear, Boston, MA, USA).

Luego de 24 horas las células fueron cosechadas con un cosechador Nunc Cell i8arvester
en filtros de fibra de vidrio. Los filtros fueron sumergidos en solucién de centelleo Optiphase Hisafe
3 (Wallac, Turku, Finland) y cuantificados en un contador de centelleo liquido Beckman (Bruzzone
et al., 2011).
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Espectros de RMN 'H (500,13 MHz) y RMN *3C (127,77 MHz) de los

analogos 21-28 y de sus inte rmediarios de sintesis
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