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Starting from natural steroids (diosgenin, hecogenin, smilagenin, estrone), we have prepared a wide panel
of selenoderivatives, including benzoselenazolones, selenosemicarbazones, isoselenocyanates, seleno-
ureas, selenocyanates and diselenides, with the aim of developing new families of potential chemothera-
peutic agents. The modification of the organoselenium moieties, and their position on the steroid pro-
vided valuable information concerning the antiproliferative activities. Among all the families accessed
herein, the best profile was achieved for selenoureas on the A ring of estrone, which exhibited Glsg values
in the range 2.0-4.1 pM for all the tested tumor cell lines, with increased potency compared with com-
monly used chemotherapeutic agents, like 5-fluorouracil and cisplatin. Cell cycle analysis revealed that
selenoureas induced accumulation of cells in the G; phase of the cell cycle in the breast cancer cell lines
HBL-100 and T-47D; therefore, a different mechanism than cisplatin, that induces cell cycle accumulation
in the S phase as a result of DNA damage, must be involved. In the rest of the tumor cells, a slight increase
of the S compartment was observed. Moreover, selenosteoids turned out to be excellent glutathione per-
oxidase (GPx) mimics for the catalytic removal of deleterious H,0O, (t;,, 8.0-22.5 min) and alkyl peroxides
(t1/> 23.0-38.9 min) when used in substoichiometric amounts (1% molar ratio), thus providing a valuable
tool for reducing the intrinsic oxidative stress in tumor progression.
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Introduction

Steroids are attractive frameworks featured with relevant bio-
logical properties, among which hormonal, anti-inflammatory,
or structural functions can be highlighted; these biomolecules
are currently considered as key leads in medicinal chemistry"
for the development of new therapeutic agents.

Accordingly, selective modifications of the substituents,*
ring size,” the tetracyclic steroid backbone® and also the
pending side-chain® have been conducted, furnishing a wide
variety of biologically-active compounds, comprising anti-
fungal agents,® aromatase inhibitors for the chemoprevention
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of estrogen-dependent breast cancer,” 5-a-reductase inhibitors
for the treatment of benign prostatic hyperplasia,® neuro-
muscular blocking agents with interest as muscle relaxants in
surgery,” or antitumor agents,'® among others.

Despite the widely-known biological activities of numerous
organoselenium  derivatives,"" ™ including  antitumor
properties,"*"” the number of reported steroids bearing
selenium-containing motifs is relatively scarce.'®

Concerned by the increasing incidence of cancer cases
within world population, we envisioned the possibility of deco-
rating natural steroids, endowed with relevant antiproliferative
activities, with different organoselenium motifs with the
aim of developing new antiproliferative agents with improved
properties. In particular, three structurally close sapogenins
(diosgenin, hecogenin and smilagenin) and the estrogen
estrone were chosen. The biological properties of diosgenin,
the aglycon of dioscin, a spirostanic saponin found in some
edible plants like in the roots of wild yam (Dioscorea sp.), have
been extensively studied. Diosgenin has shown promising anti-
cancer properties against a series of cancer cells (e.g. leukemia,
prostate, colorectal, breast, or lung, among others), by inhibit-
ing the growth and proliferation of such cells,**** as well as
inducing apoptosis.*’ Both diosgenin and smilagenin (a con-
stituent of Smilax ornata) exhibited strong inhibition of the

Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 5041-5054 | 5041
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Herein we report the straightforward preparation of novel conformationally-restricted steroids from
trans-androsterone and estrone, decorated with spiranic oxazolidin-2-one or 2-aminooxazoline motifs at
C-17 as potential antiproliferative agents. Such unprecedented pharmacophores were accessed using an
aminomethylalcohol derivative at C-17 as the key intermediate; reaction of such functionality with tri-
phosgene, or conversion into N-substituted thioureas, followed by an intramolecular cyclodesulfurization
reaction promoted by yellow HgO, furnished such spirocycles in excellent yields.

Title compounds were tested in vitro against a panel of six human tumor cell lines, named A549 (non-
small cell lung), HBL-100 (breast), HeLa (cervix), SW1573 (non-small cell lung), T-47D (breast) and WiDr
(colon), and the results were compared with steroidal chemotherapeutic agents (abiraterone and gale-
terone); the A-ring of the steroidal backbone, the nature of the heterocycle and the N-substituents
proved to be essential motifs for establishing structure-activity relationships concerning not only the
potency but also the selectivity against tumor cell lines. Estrone derivatives, particularly those bearing a
spiranic 2-aminooxazoline scaffold were found to be the most active compounds, with Glso values
ranging from the low micromolar to the submicromolar level (0.34—1.5 uM). Noteworthy, the lead
compounds showed a remarkable increase in activity against the resistant cancer cell lines (T-47D and
WiDr) compared to the anticancer reference drugs (up to 120-fold).

© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

ubiquitous motifs in a plethora of commercially-available drugs for
the treatment of numerous diseases; in fact, it is estimated that

Heterocyclic moieties are considered as privileged structures
[1], endowed with a pivotal importance from a biological and
pharmaceutical point of view |2—6]. They are promising targets in
the drug discovery process |7-12], and are subsequently

Abbreviations: COSY, Correlation Spectroscopy; DEPT, Distortionless Enhance-
ment by Polarization Transfer; El, Electronic Impact; ESI, ElectroSpray lonization;
FAB, Fast Atom Bombardment; FDA, Food and Drug Administration; Glso, Growth
Inhibition of 50%; HMBC, Heteronuclear Multiple Bond Correlation; HSQC, Heter-
onuclear Single Quantum Correlation; NOESY, Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy.
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roughly 59% of small drugs approved by the US FDA contain a
nitrogen-based heterocycle [13].

Heterocycles exhibit a great variety of pharmaceutical proper-
ties, including antidepressant |14}, antimicrobial [15,16], antibac-
terial [17], and anticancer [18,19], among others [20]. The broad
spectrum of biological activities of such molecules has encouraged
the synthesis of new compounds with improved properties; het-
erocycles are widely-used for the isosteric replacement of a series
of functional groups, as H-acceptors and H-donors, as metal che-
lators, or for modulating the polarity of the drug, thus enhancing its
bioavailability [21].

In this context, the conjugation of a heterocyclic motif with a
steroidal framework has allowed a synergic effect of both
biologically-active pharmacophores, leading to unique properties,
such as anti-inflammatory [22], antibacterial [2324],
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glycoclusters by using tissue sections as an assay
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Theincreasing realization of the involvement of lectin-glycan recognition in [pathalphysiclogica processes
Inspires enwvisioning therapeutic intervention by high-awdity/specificty blocking reagents. Synthetic
glycoclusters are prowving to have potential for becoming such inhibitors but the commonly used assays
hawe their drawbacks to predict in wvo efficacy. They do not represent the natural complexity of [0 cell
types and (il spatial and structural complesxity of glycooonjugate representation. Moreover, testing lectins
in mixtures, 35 present in situ, remains 3 maor challenge, giving direction to this work Using a toolbo
with four lecting and s bi- to tetravalent glycoclusters bearing the cognate sugar in a model study, we
here document the efficient and versatile application of tissue sections ffrom murne jejunum as the
model] as a platform for routine and systematic glycocluster testing without commonly encountered
limitations. The nature of glycocluster structure, especially core and valency, and of protein features, le.
architecture, fine-specificity and valency, are shown to have an influence, as cell types can differ in
response profiles. Proceeding from light microscopy 1o monitaring by fluorescence microscopy enables
grading of gycocluster activity on indiidual lectins tested in mixtures. This waork provides a robust tool
for testing ghyooclusters prior to considering in vive experiments.
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a membrane (in cis) will form socalled glyeoconj ugate-lectin

Introduction lattices that can trigger ensuing signalling.=* In each case,

The realization of the unsurpassed capacity of glycans to store
biological information in a minimum of space enables eluci-
dating the chain of molecular events, from oligosaccharide
synthesis and establishing the spatial aspects of their presen-
tation on glycoconjugates and membranes to acmal cellular
effects, to become a staple of current research.' Shaping
a paradigm for this area, these efforts disclosed that reading of
sugar-encoded messages by tissue lecting is an efficient means
to facilitate molecular bridging. When ocourring between cells
and also between cells and the extracellular matrix [in trans), it
@n lead to adhesion®~ Cross-linking of constituents within
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the intimate interplay of structural and topological parameters
on both sides minimises stabilisation of random contacts, thus
underlying the fundional pairing of a lectin with not just amy
ghroconjugate, but with its matching counterreceptor(s).
Hereby, glycan-encoded messages are read and then translated
into particular post-bind ing responses. This theme of mutually
specific protein(lectin}-glycan recognition appears to have
a broad physiological significance, =

Waturally, these emerging insights give strong incentive to
search for compounds that will block this type of interaction if
clinically infavourable, and mimetics of pobwalent glycans termed
ghyeodusters have already been found to be particularly active
Besides thar design and synthesis, a central challenge to master
toward a pmspect of biomedical application is the oppedmental
setup tomeasur inhibitory capacity, Optimally, it should come as
closely as possible to the in viw situation (in animals and man)
with its diversity on the kevels of ghwans presented by gheoo-
conjugates ™ and of cell types, at the same time allowing for wide-
scale testing in a robust manner with a clear read-out. The eper-
imental approach to meet this challenge presented hewin is
a logical extension of classical lectin histochemistry.

Thie journal & & The Royal Socety of Chemnidtey 2018
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Resumen

En el capitulo I de este trabajo de Tesis se presenta la sintesis de derivados esteroidales con

actividad antiproliferativa frente a lineas celulares cancerosas.

En primer lugar, se presenta la sintesis de espiroheterociclos derivados de estrona y trans-
androsterona sobre el C-17 del esqueleto esteroidal. Se sintetizaron espiroisoureas (a-c) y
espirocarbamatos (d) mediante una ruta sintética de 5 0 6 pasos a partir de la estrona con
rendimientos del 34-63% y de 4 0 5 pasos a partir de la trans-androsterona con rendimientos
del 36-55% (Esquema A).

HO

trans-androsterona _/
Esquema A. Espiroheterociclos esteroidales.
Ademas, se describe la formacion de selenoderivados esteroidales a partir de diosgenina. Se

sintetizaron dos selenocianatos (a, b) y un diselenuro esteroidal (c). Estos derivados se

obtuvieron con rendimientos moderados del 9-40% (Esquema B).

diosgenina

-

Esquema B. Obtencidn de selenoderivados a partir de diosgenina.
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Resumen

Finalmente, se presentan los resultados de antiproliferacion de los derivados sintetizados.
Los heterociclos y los selenoderivados esteroidales, asi como algunos compuestos
intermediarios, fueron evaluados in vitro como agentes antiproliferativos frente a 6 lineas
celulares de tumores sélidos humanos. Los derivados que resultaron mas activos fueron las
espiroisoureas (a-c, esquema A) derivadas de estrona (Glso = 0.34-4.4 uM) y de trans-
androsterona (Glsp = 0.9-2.1 uM), asi como el selenocianato derivado de diosgenina (Glso =
1.7-5.5 uM) (b, esquema B).

En el capitulo Il de este trabajo se presenta la sintesis de ligandos multivalentes derivados de
lactosa y a-GalNAc (glicoclusters) con interés como inhibidores de lectinas (galectinas y
lectina tipo C en macréfagos). Se sintetizaron cuatro glicoclusters, tres derivados de lactosa

(a-c, esquema C) y uno derivado de a-GalNAc (b, esquema C).

/ OH OH N=N
: O\/K/N

5
s

R

R\N/Y\OW\/O\/K/N_R Ho " oH
OH OH N=N 6. OH "o 0 O/ﬁ/\
/\/H/\/OH —_— b) oH HO™ o,
o™ % - N lactosa

OH OH — N

D-manitol R HO OH
R o
N=N HO
N AcHN SW
a-GalNAc
O OBn
~ OBn
R\N/Yo/\i/'ﬁ/\/
N=N O O

Esquema C. Sintesis de glicoclusters derivados de lactosa y a-GalNAc.

Para la sintesis de estos derivados se utiliz6 D-manitol como espaciador entre los azucares y
la reaccién click chemistry de cicloadicién azida-alquino catalizada por cobre (CUAAC)

COMO pProceso clave.



Resumen

La sintesis de los azUcares utilizados se llevd a cabo en dos pasos para el derivado de lactosa
(83%) y en cinco pasos para el derivado de a-GalNAc (37%). Mientras gque la sintesis de los
ligandos multivalentes se realizd mediante rutas de seis y siete pasos con rendimientos

globales moderados que van del 9-21% (Esquema C).

La actividad bioldgica del glicocluster de GalNAc, asi como un ensayo bioldgico disefiado a
partir de un grupo de glicoclusters que poseen este carbohidrato (incluyendo el compuesto

descrito en esta tesis) es brevemente descrito al final del capitulo.

Xi



Abstract

The Chapter | of this thesis describes the synthesis of steroidal derivatives with

antiproliferative activity against cancer cell lines.

Firstly, it is presented the synthesis of spiroheterocycles derived from estrone and trans-
androsterone on C-17 of the steroidal skeleton. Spiroisoureas (a-c) and spirocarbamates (d)
were synthesized through 5 or 6 steps from estrone with 34-63% overall yields and through
4 or 5 steps from trans-androsterone with 36-55% overall yields (Scheme A).

trans-androsterone  _/

Scheme A. Steroidal spiroheterocycles.

Furthermore, it was accomplished the synthesis of steroidal selenoderivatives from
diosgenin. Two selenocyanates (a, b) and a steroidal diselenide (c) were synthesized. These

derivatives were obtained with moderate yields (9-40%) (Scheme B).

Scheme B. Synthesis of selenoderivatives from diosgenin.

xii



Abstract

Finally, the antiproliferative results of the synthesized derivatives are presented. Steroidal
heterocycles and selenoderivatives, as well as some intermediate compounds, were evaluated
in vitro as antiproliferative agents against a panel of six human solid tumour cell lines. The
most potent compounds were spiroisoureas (a-c, Scheme A) derived from estrone (Glso =
0.34-4.4 uM) and trans-androsterone (Glso = 0.9-2.1 uM), as well as the selenocyanate
compound derived from diosgenin (Glso = 1.7-5.5 uM) (b, Scheme B).

In Chapter |1 of this thesis, it is described the synthesis of multivalent ligands derived from
lactose y a-GalNAc (glycoclusters) with interest as lectins inhibitors (galectins and
macrophage galactose C-type lectin). Four glycloclusters were synthesized, three of them

derived from lactose (a-c, Scheme C) and one derived from a-GalNAc (b, Scheme C).

/ OH OH N=N g
B N~
(0] N
/t(\o/\;/'\‘/\/ \/K/
-N_ _N 0
R NG OH OH a)
R\
N—N
N
R
OH M0 N=N
R N— OH OH
R\N/ﬁ/\o/\;/H/\/o\/K/ R HO
OH OH N=N 0. OH o A o 0
A OH —— b) on HO OH
HO 6H I - NOS lactose
N-N,
D- itol R
mannito HO OH
R Q
NfNI HO
N AcHN ¢
a-GalNAc
O OBn
- OBn
R\N/Y\O/\i/'ﬁ/\/
N=N 0 O

Scheme C. Synthesis of glycoclusters derived from lactose and a-GalNAc.

The synthesis of these compounds was made using D-mannitol as linker between
carbohydrates, while the click chemistry reaction of copper catalysed azide-alkyne
cycloaddition (CUAAC) was used as the key step.
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Abstract

The synthesis of carbohydrates was made in two steps for the lactose derivative (83% overall
yield) and in five steps for the a-GalNAc derivative (37% overall yield), while the synthesis
of multivalent ligands was made in six or seven steps with moderate yields (9-21%) (Scheme
C).

The biological activity of the GaINAc glycocluster, as well as a biological assay design from
a panel of glycoclusters with the same carbohydrate (including the compound described in

this thesis) is briefly described at the end of the chapter.
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Capitulo 1. Espiroheterociclos esteroidales y

derivados de selenio

1.1 Introduccion

Los heterociclos constituyen un amplio grupo de compuestos organicos con importancia
quimicay bioldgica. Podemos encontrarlos de manera extendida en la naturaleza como parte de
hormonas, acidos nucleicos, vitaminas, antibioticos y alcaloides (Figura 1.1); mientras que la
sintesis organica ha permitido que formen parte de colorantes, herbicidas, fungicidas entre otros
(Figura 1.2).

HO CH,

' N
i NH, N N O --S
N NN % \( 0 CHsy
| \ \ <R N—/ “CH
)\ ~ L OH N ~ g 3
N”ONH, S N ; CHs o -
2 H HC o COOH

tiamina . . . o
serotonina cafeina nucleo de las penicilinas

Figura 1.1 Compuestos heterociclicos presentes en la naturaleza.

NaOOC /N\ o
N SO3N3
N> Nj/\( PNJJ\O \ N
OH o
4

NaO3S b) Resmetrina

a) Tartrazina

Figura 1.2 Compuestos heterociclicos sintéticos. a) Colorante alimentario b) Insecticida.

Los heterociclos también son estructuras importantes desde el punto de vista farmacéutico por
la diversa actividad bioldgica que presentan; de hecho, muchos de los farmacos de moléculas
pequerias aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos

(FDA, por sus siglas en inglés) contienen un heterociclo nitrogenado en su estructura.*
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De manera general, los compuestos que poseen heterociclos, principalmente de nitrégeno,
oxigeno y azufre, han mostrado actividad como antibacterianos,?® anticancerigenos,*®

antifingicos,® etc.

En el campo de los esteroides, se han sintetizado heterociclos unidos o fusionados a esqueletos
esteroidales y en menor cantidad espiroheterociclos esteroidales, lo cual les ha conferido
propiedades bioldgicas importantes. Se sabe que los esteroides, al poseer un esqueleto
hidrofobico pasan espontaneamente a través de la membrana celular hacia el citosol donde se
unen a los receptores;’ de manera que el efecto sinérgico de los heterociclos y la actividad Gnica
de los esteroides han culminado en diferentes propiedades farmacologicas; en lo que a esto
respecta, diversos autores han reportado que los heterociclos esteroidales tienen actividad como
antibacteriales,®® antifiingicos'® y antiinflamatorios,'! entre otras!? (Figura 1.3). Ademas, han
mostrado actuar como antitumorales® y anticancerigenos*© a través de diferentes mecanismos
de accion; algunos de ellos funcionando como inhibidores de enzimas tales como la aromatasa'’
(responsable de la conversion de androgenos a estrogenos) y la 5a-reductasal® (responsable de
la conversion de testosterona a dihidrotestosterona) implicadas en la aparicion del cancer de

mama y prostata respectivamente.

o) NH2
\

HO

ICso = 1.4-2.0 uM

HO A431, HeLa, MCF-7

Figura 1.3 Heterociclos esteroidales con actividad farmacoldgica. a) Antiinflamatorio. b) Citot6xico. c)

Antibacteriano.

Del grupo de los heterociclos esteroidales los espiroheterociclos han llamado especialmente
nuestra atencion, pues se ha demostrado en algunas moléculas que la restriccion conformacional
incrementa ciertas propiedades bioldgicas como la selectividad del receptor y la afinidad de

union, tal como lo describen algunos autores.'®-2
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Otro grupo de compuestos con importancia en la quimica medicinal son aquellos que contienen
selenio en su estructura. Se ha observado que muchos selenoderivados tienen propiedades en
contra de especies pro-oxidantes y se pueden comportar como miméticos de la glutation
peroxidasa (GPx),?? enzima que acttia en el mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo;

ademas, han mostrado tener propiedad como agentes citotdxicos y antiproliferativos.?32*

Los selenoderivados esteroidales son compuestos descritos escasamente en la bibliografia.?® En
nuestro laboratorio se desarrollaron dos metodologias para la obtencion de derivados 22- y 26-
selenocianatos,?® en el caso de los Gltimos derivados se determin6 su actividad antiproliferativa
frente tres lineas celulares relacionadas con el cancer de cérvix (HeLa, CaSki y ViBo). El

derivado de diosgenina tuvo un ICso de 10-18 uM, mientras que el de hecogenina fue de 95-97

uM.

Recientemente en nuestro grupo de investigacion se han sintetizado algunos derivados de
selenoureas con actividad bioldgica relevante, en concreto como agentes antiproliferativos y

antioxidantes. (Figura 1.4).2728

OAc & OAc
JU R MeO
N~ N ICso = 1.9-14.6 uM Glsg = 2.0-4.1 uM
H H HelLa, MDA-MB-231, A549, HBL-100,

MCF-7, OVCAR-3, HepG2 R =H, Me, OMe, Cl, Br SW1573, HeLa, T-47D, WiDr
Figura 1.4 Selenoureas esteroidales con actividad antioxidante y antiproliferativa.

De esta manera, en este capitulo del trabajo de Tesis se propuso sintetizar derivados esteroidales
con un espiroheterociclo en su estructura, especificamente un espirocarbamato o0 una
espiroisourea en C-17. Ademas, se reporta la sintesis de algunos selenoderivados esteroidales.
Todos los derivados finales, asi como algunos compuestos intermediarios fueron probados como
agentes antiproliferativos frente a diversas lineas celulares tumorales. El andlisis de las
estructuras, asi como de la actividad presentada permitié deducir algunas relaciones estructura-

actividad.
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1.2 Antecedentes

1.2.1 Heterociclos derivados de oxazol

Se denominan heterociclos a aquellos compuestos ciclicos que tienen como miembros del anillo
a atomos de al menos dos elementos diferentes.?® Si el anillo no contiene atomos de carbono el
compuesto se denomina heterociclo inorgénico, pero si en el anillo hay al menos un dtomo de
carbono, hablamos entonces de un heterociclo organico y por lo tanto todos los demas atomos
diferentes de C se denominan heterodtomos. En principio, cualquier elemento (excepto los
metales alcalinos) puede actuar como dtomo del anillo. Los heterodtomos més comunes son el
N,OyS.%

El nimero de 4&tomos en el anillo determina el tamafio del heterociclo, aunque no existe un limite
en el tamafio, el anillo mas pequefio es de 3 &tomos y los m&s comunes tienen 5 0 6 &tomos. Los
heterociclos se clasifican en saturados y no saturados. Los no saturados a su vez pueden ser

aromaticos y no aromaticos.

Este trabajo se enfocara en la sintesis de heterociclos derivados del oxazol, especificamente en
los derivados de 2-oxazolidinona y en las 2-aminooxazolinas (Figura 1.5a). En la siguiente
tabla se muestran los heterociclos mé&s comunes de 5 miembros con nitrégeno y oxigeno como

heteroatomos (Figura 1.5b).

NH 3

4 4 N3
(e o)
a s O)*o ’ O)Z\NHR
1 1

2-oxazolidinona  2-aminooxazolina

4/ N3 4 N3 4 NH 3 4/ \3 4 \3 4/ 3
\ \
5()2 5()2 5( 2 5 N2 5[ N2 5[ _NH;
b) (@] (@] O) O (@) @)
1 1 1 1 1 1
oxazol 4,5-dihidrooxazol oxazolidina isoxazol 4 5-dihidroisoxazol  2,3-dihidroisoxazol
oxazolina

Figura 1.5 a) Anillos de 2-oxazolidinona y 2-aminooxazolinas. b) Heterociclos de 5 miembros con Ny O.
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1.2.1.1 Sintesis de oxazolidin-2-onas y 2-aminooxazolinas

El anillo oxazolidin-2-ona esta presente en gran cantidad de compuestos naturales y sintéticos,
que generalmente presentan actividad bioldgica.®3 La importancia de este heterociclo también
reside en que sus derivados quirales han sido ampliamente utilizados como auxiliares en una

gran variedad de reacciones asimétricas.3*

La sintesis de oxazolidin-2-onas se ha realizado mediante diferentes metodologias. Los primeros
reportes describen el uso de fosgeno o dietilcarbonato en la ciclacion de B-aminoalcoholes
(Esquema 1.1, a), asi como la ciclacion de B-hidroxiacilazidas a través de un rearreglo de

Curtius (Esquema 1.1, b).33

Ph ?
a) H2N/:\./OH (Et0),CO, NaOMe o HN//(O
: COCl,, KOH Ph)\{
Ph
0
RiR; Q HCl, NaNO, sol. N4

b) N 0

R1, Ry = Alq, Ph R
R, R2

Esquema 1.1 Sintesis de 2-oxazolidinonas a) a partir de f-aminoalcoholes, b) a partir de B-hidroxiacilazidas.

En 1993 Falb et al. describieron el uso de trifosgeno en la sintesis de oxazolidin-2-onas. El
procedimiento evita el uso de fosgeno como reactivo, ademas, de acuerdo a su experiencia se
obtienen mejores resultados comparados con el uso de 1,1°-carbonildiimidazol. Los derivados
fueron preparados a partir de aminoacidos desprotegidos (L-treonina y L-serina) utilizando

tiempos de reaccion cortos y con rendimientos moderados (Esquema 1.2).%

oH o COOH

COOH + BN A R/'K(
R/H/ ClsCO” "OCCl;  Djoxano o NH
NH» \<
67-77% o
R =H, Me

Esquema 1.2 Sintesis de oxazolidin-2-onas quirales a partir de aminoacidos.
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Se han reportado muchas metodologias para la sintesis de estos heterociclos utilizando
generalmente derivados de 3-aminoalcoholes como materias primas y una variedad de reactivos
tales como isocianatos, dialquilcarbonatos, alquilcloroformatos, CO-, etc.3® Procedimientos mas

recientes emplean el uso de catalizadores inorganicos en la sintesis de carbamatos ciclicos.

En 2001 Espino y Du Bois® desarrollaron una metodologia para la obtencion de oxazolidinonas
sustituidas a partir de carbamatos lineales a través de un proceso de insercion de C-H catalizado
por Rh. El procedimiento implica el uso de los catalizadores [Rh2(OAc)4] o [Rho(tpa)s] y del
oxidante PhI(OAc).. Esta metodologia permite obtener carbamatos fusionados cuando R1 y R3
0 Rz y R3 son atomos que pertenecen a un mismo ciclo, espirocarbamatos cuando R1 y Rz son
atomos que pertenecen a un mismo ciclo, o carbamatos unidos a una cadena alifatica o a un

sistema aromatico (Esquema 1.3).

R, o)
)\(o\«NHz [Rha(OAc) o [Rha(tpa)e] |\ A
Ri Lo PhI(OAc),, MgO, DCM R, o) tpa = trifenilacetato
3 R1 -
44-84% 3

Esquema 1.3 Sintesis de carbamatos ciclicos utilizando catalizadores de rodio.

Procedimientos similares utilizando sustratos insaturados y modificando el catalizador y/o el

oxidante*® condujeron a carbamatos ciclicos fusionados o carbamatos espiro.*!42

Recientemente se ha descrito la sintesis de oxazolidin-2-onas utilizando un catalizador de Au(l)
y tetrazolilideno inmovilizado en particulas nanoporosas de FezO4/KCC-1 (nanosilice fibrosa).
La reaccidn se lleva a cabo entre una amina propargilica y CO2 (Esquema 1.4). El catalizador
puede recuperarse con un magneto y utilizarse al menos 10 veces mas sin disminuir ni su

actividad ni su selectividad.*®

Rs3 2
HN~
co . Catalizador O/« _ R, = H, Alqg, Ar
2 _atalizador N—R;
/\Rz H,0 z Rz =H, Alq
R R3 = Alg, Bn
1 84-96% R, Re

Esquema 1.4. Sintesis de carbamatos ciclicos a partir de una amina propargilica y CO,.
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Un procedimiento similar se ha descrito por Song et al. En esta metodologia se lleva a cabo una
reaccion de tres componentes: un alcohol propargilico, CO2 y 2-aminoalcoholes utilizando
Ag2CO3 como catalizador y el ligando bidentado Xantphos como aditivo (Esquema 1.5).** Este

procedimiento esta limitado al estudio de 2-aminoalcoholes N-bencil sustituidos.

0
H OH Ag,CO3, Xantphos O R
Non + /< + CO, —2 % N-R + !
R OH = =z "Ry CHCl, I\/ r,OH
_Q90,
Ry =R, = Alg, Ph 33-92%
X = H, Me, MeO, Cl, NO,, Ar. R =

X

Esquema 1.5 Sintesis de carbamatos ciclicos a partir de una reaccion de tres componentes.

Las 2-aminooxazolinas son heterociclos con propiedades farmacoldgicas importantes. De
manera natural podemos encontrarlos en los inhibidores de glicosidasas trehazolina (inhibidor
de la trehalasa)* y alosamidina (inhibidor de quitinasas)*® (Figura 1.6). Ademas, forman parte
de la estructura de diversos farmacos tales como el Aminorex (anoréctico) y la Rilmenidina
(hipotensor). Algunos otros derivados han mostrado actividad como antidepresivos*’ y contra

el Alzheimer.*®

HO, M on
HO AcHN'" o
HO OH
2 o, OH
HO o) HO o/
/" N i/ OH HO™ DN
5 HN— o N
HO HN—<O OH ACHN
- HO
Trehazolina OH Alosamidina

Figura 1.6 Estructura de inhibidores enzimaticos.

Las primeras sintesis reportan la formacion de isoureas ciclicas a partir de la ciclacion térmica

de ureas o la ciclacion de aminoalcoholes utilizando BrCN (Esquema 1.6).
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A B
N \OH
I, AQCNO, NHs o H,0 O BrCN, NaOAc ‘
Et,0 JC N PNH, MeOH
) NN, N NH,
52% 73% 64%

Esquema 1.6 Sintesis de 2-aminooxazolinas

El procedimiento A permite obtener una fusion cis de la isourea con el ciclohexano, mientras
que la estereoquimica es trans al realizar la metodologia B.**>° Un procedimiento similar para

generar espiroisoureas ha sido reportado recientemente.*®

Bosc et al. reportaron la sintesis de 2-aminooxazolinas con rendimientos moderados a partir de
epoxidos o 2-cloroalcoholes utilizando cianamida monosodica (Esquema 1.7). Ambas materias

primas se obtuvieron a partir de 1-arilpiperazina y epiclorhidrina.*’

A
o G
/ \ > / \ O / \
AN NH - EOR, AN <] NaNHON, N N
\__/ 2 NaOH, MeOH _/ MeOH __/ _}~o
329
% N/)\NHz
Cl HO Cl
0
>— Eon /—\f NaNHCN, MeOH
59% AN N 30%

Esquema 1.7 Sintesis de 2-aminooxazolinas a partir de epoxidos (ruta A) o 2-cloroalcoholes (ruta B).

En el 2002 Ldpez et al. desarrollaron una metodologia one-pot de tres pasos para la sintesis de
isoureas trans-fusionadas a partir de B-D-glucopiranosilamina. El procedimiento implica la
formacion de un isotiocianato seguido de la formacion de la tiourea, para finalmente realizar la
ciclodesulfuracion utilizando HgO amarillo (Esquema 1.8); se postulo que la reaccion
transcurre mediante la formacion de una carbodiimida intermedia seguida de ciclacién

intramolecular del hidroxilo situado en C-2.%1

Basado en esa metodologia, afios mas tarde el mismo grupo describié la preparacion de isoureas

y guanidinas espiranicas derivadas de carbohidratos.>?
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o) NH O NCS (0] N
HO 2 CSCl, HO 1. R4RoNH HO \>_NR1R2
HO™ “/OH H,0O-dioxano HO" “OH 2. HgO amarillo HO o)
o MeOH

OH OH OH
50-70% R1,Rz = H, Alg, Ar, Bn, B-D-Glc

Esquema 1.8 Sintesis one-pot de isoureas trans-fusionadas.

Posteriormente Aguilar-Moncayo et al. describieron la formacion de 2-aminooxazolinas
derivadas de la D-glucofuranosa mediante la ciclacion de alcoholes con carbodiimidas. El
procedimiento implica la desproteccion de un silil éter utilizando TBAF y la ciclacion
espontanea del grupo hidroxilo con una carbodiimida en posicion B, la cual es facilmente

accesible a partir de la azida. Los rendimientos reportados van del 83 al 97% (Esquema 1.9).%

.|IO

le) -
H 5 )( THF )(
AcO o 83-97% AcO Ke
R = Alg, Ph, 1-Nph, B-D-Glc

Esquema 1.9 Obtencidn de isoureas ciclicas a partir de carbodiimidas.

Algunos otros procedimientos implican el uso de catalizadores metalicos en la formacion de las
2-aminooxazolinas. En 2013 Strambeanu y White describieron la sintesis estereoselectiva de
estos derivados a partir de la ciclacion intramolecular de ureas Ns-protegidas en posiciones
alilicas utilizando un catalizador de Pd y el &cido de Lewis AgOTf como co-catalizador
(Esquema 1.10).%*

o o, /0 HNs
Ph/S . S\Ph )\
HN™ “NHNs Pd(OAc), N7 O
R)\/\ AgOTf, MeBQ, DCM R)_E
H 60-82%
>20:1 dr
R = Alqg, Bn

Esquema 1.10 Sintesis estereoselectiva de 2-aminooxazolinas.
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1.2.2 Selenoderivados

El selenio (Se) es un elemento que fue considerado por muchos afios como toxico y sin ningun
beneficio para el ser humano, no fue hasta 1957 cuando Schwarz et al. demostraron que el Se
es un nutriente esencial en humanos y animales y que su deficiencia provoca un mal
funcionamiento del organismo.®® Se encuentra presente en una gran cantidad de proteinas
(selenoproteinas) que generalmente desempefian roles enzimaticos catalizando reacciones de
oxidacion-reduccion (oxidorreductasas), en donde el Se forma parte del aminoacido

selenocisteina que actlia como sitio activo.

Podemos mencionar como ejemplos de selenoproteinas en mamiferos a las tiorredoxina
reductasas (TRs), las deinodinasas (DIs) y las glutation peroxidasas (GPxs), estas ultimas tienen
una importante funcion en el mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo de las células,
catalizando la reduccion de especies reactivas de oxigeno dafiinas (ROS) tales como los
radicales libres y los hidroperdxidos.®® Cabe mencionar que no se ha podido establecer la

funcién en el organismo de la mitad de todas las selenoproteinas conocidas.

El Se ha mostrado ser importante en la prevencién y tratamiento del cancer. Las evidencias de
la actividad anticancerigena de este micronutriente se han observado de diferentes maneras. En
la década de los 60’s se demostrd una correlacion inversa entre la tasa de mortalidad por cancer
y la cantidad de Se presente tanto en cultivos forrajeros como en la sangre humana en diferentes
ciudades de los Estados Unidos.>"% Se han realizado ademas experimentos animales en donde
se observa que la administracion de compuestos de Se reduce la tumorigénesis,® incluso se han
realizado ensayos clinicos para comprobar que la administracién de determinadas dosis de Se

reduce el riesgo de cancer en humanos.®

Con estos antecedentes, la sintesis de derivados de selenio ha emergido como una herramienta
en la busqueda de nuevos compuestos con actividad anticancerigena. En la bibliografia se han
descrito diversos selenoderivados con actividad citotoxica y antiproliferativa en contra de lineas

celulares de cancer.

10



Capitulo 1. Espiroheterociclos esteroidales y derivados de selenio

En 2008 Madhunapantula et al. reportaron la sintesis de una bisisoselenourea con actividad
antiproliferativa contra el melanoma maligno (Figura 1.7). El derivado mostr6 un 1Cso = 2.4
uM actuando como un inhibidor de éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), de la via de
sefializacion de Akt3 y del activador de cascada de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK), lo que produjo una inhibicién en la proliferacion celular y un incremento en la muerte

celular por apoptosis. El selenoderivado mostré ademas reducir tumores en ratones en un 30-

50%.5!
NH
i /\/©/\/3eT]/ 2
NH .
HZNJJ\Se 2HBr

Figura 1.7 Bisisoselenourea con actividad contra el melanoma maligno.

Plano et al. describieron la sintesis de imidoselenocarbamatos como agentes citotoxicos en las
ceélulas de cancer de prostata. EI compuesto que tuvo mejores valores (ICso = 1.8 uM) fue el
derivado que posee un p-tolil y R = Me (Figura 1.8). Ademas, las pruebas en una linea celular
no tumoral de prostata mostraron que los compuestos tienen baja toxicidad con valores de LDsg
>10 uM.=

o R = Alg

o
NONTN S R'=H, X, Me, t-Bu, CN, NO,, CF3, OMe
R' _ H | / Rl X - C, N

Figura 1.8 Imidoselenocarbamatos con actividad citotoxica.

Recientemente el mismo grupo de investigacion describio la sintesis de selenoésteres con
actividad citostatica contra la linea celular de cancer de prostata (PC-3) y contra tres lineas
celulares tumorales (MCF-7, A-549 y HT-29). Los derivados méas potentes mostraron valores
de Glso = 0.009-0.5 pM y de LDso > 100 puM en todas las lineas celulares (Figura 1.9).5?

Ar<__Se Ar = 3-metilselenoacilfenil
\ﬂ/ CHs 6-metilselenoacilpiridil
0 5-metilselenoaciltienil

Figura 1.9 Selenoésteres con actividad citostatica.
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1.3 Objetivos

Objetivo general

e Sintetizar nuevos derivados esteroidales como potenciales agentes antiproliferativos.

Objetivos particulares

¢ Sintetizar heterociclos esteroidales que contengan un anillo espiranico de oxazolidin-2-
ona (espirocarbamatos) y 2-aminooxazolina (espiroisoureas).

e Sintetizar selenoderivados esteroidales.

e Establecer una metodologia efectiva para la sintesis de los espiroheterociclos.

e Obtener los derivados esteroidales con buenos rendimientos y a partir de materias primas
facilmente accesibles.

e Caracterizar los compuestos obtenidos mediante métodos fisicos y espectroscopicos.

e Evaluar los derivados sintetizados como agentes antiproliferativos frente a diversas
lineas celulares tumorales.

e Evaluar la relacion estructura-actividad a partir de los resultados de antiproliferacion

obtenidos.
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1.4 Discusioén de resultados

1.4.1 Sintesis de espiroheterociclos

De acuerdo a las diferentes metodologias revisadas para la sintesis de los derivados de tipo
espirocarbamato (a) y espiroisourea (b), se planted la retrosintesis mostrada en el Esquema
1.11. La retrosintesis describe la formacion de ambos espiroheterociclos a partir de una materia
prima en comun, los 1,2-aminoalcoholes. Estos derivados pueden provenir de la reduccion del

nitrilo de una cianohidrina, la cual a su vez provendria de una cetona.

O
HN— )
(@)
a)
NH (@]
" P E— on e
NHR é
N:< )1,2 )1,2 1.2
b) ©

Esquema 1.11 Retrosintesis de espirocarbamatos y espiroisoureas.

De esta manera, se decidi6 utilizar a un esteroide que tuviera un grupo carbonilo en su estructura,

como es el caso del acetato de hecogenina (1), la cual posee el carbonilo en C-12.

En nuestro grupo de investigacion se ha desarrollado una metodologia para obtener un esqueleto
analogo de la aglicona del OSW-1 (un potente agente antiproliferativo),®® y ya que diferentes
esteroides han mostrado actividad interesante al poseer la cadena lateral de esta aglicona,?>%* se
decidi6 sintetizar esta estructura a partir del acetato de hecogenina (1) y formar los nuevos

heterociclos a partir de este derivado.

Por lo tanto, se inici6 con una reaccion de aceto6lisis sobre el acetato de hecogenina (1), lo que
produjo la cadena lateral deseada sobre el anillo D, aislandose el derivado 26-hidroxilado 2, el
cual fue acetilado para obtener un derivado mas estable (3). La formacion de la cianohidrina se

13



Capitulo 1. Espiroheterociclos esteroidales y derivados de selenio

ensay0 mediante condiciones diastereoselectivas con TMSCN e Ti(O-iPr)4 (una modificacion
de la metodologia de Van Nhien et al.),% sin embargo, la cianohidrina 4 no se obtuvo a pesar
de aumentar los equivalentes de reactivo, del acido de Lewis, el tiempo y temperatura de

reaccion (Esquema 1.12).

Esquema 1.12 Ensayo para la obtencion de la cianohidrina 4 a partir de acetato de hecogenina (1). Reactivos: a)
Ac;0, BF3-OEty, CH,Cly; b) Ac,0, DMAP, CH,Cly; ¢) TMSCN, Ti(O-iPr)s, MeOH.

Se penso que la libertad de giro de la cadena lateral podria estar impidiendo la formacion de la
cianohidrina en C-12 debido al impedimento estérico, por lo que se ensayaron las condiciones

de TMSCN e Ti(O-iPr)4 directamente sobre el compuesto 1 sin tener éxito (Esquema 1.13).

Esquema 1.13 Ensayo para la obtencion de la cianohidrina 5 a partir de acetato de hecogenina (1). Reactivos: a)
TMSCN, Ti(O-iPr)s, MeOH.

Finalmente se ensayaron las condiciones clasicas para formacion de cianohidrinas (KCN y
AcOH)®% sobre el compuesto 1 obteniendo la mezcla de diastereoisomeros 5 (Esquema 1.14).
La reaccién de reduccion del nitrilo 5 se ensayé utilizando LiAlIH4 pero en lugar de obtener los
aminoalcoholes 6 se obtuvo la mezcla de alcoholes 7, obtenidos a partir de la reduccién del

carbonilo en C-12 del compuesto 1.
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Esquema 1.14 Obtencion del derivado 7. Reactivos: a) KCN, AcOH, EtOH-THF; b) LiAlH4, K,COs, THF.

Debido a que la formacion de cianohidrinas se ha ensayado con éxito en diversos sustratos, se
decidi6 ensayar con otra materia prima como estrona (8), la cual posee un carbonilo en C-17.
En un primer ensayo, se utiliz6 la mezcla TMSCN e Ti(O-iPr)4 para formar la cianohidrina en

C-17 pero la reaccion no procedio.

El uso de KCN y AcOH condujo a la mezcla de cianohidrinas 9, pero nuevamente el tratamiento
con LiAlH4 para formar 10 derivo en la reduccion estereoselectiva del carbonilo en C-17 de 8

para dar como unico producto 17p-estradiol (11) (Esquema 1.15).

Esquema 1.15 Obtencion del derivado 11. Reactivos: a) KCN, AcOH, EtOH-THF; b) LiAlH., KoCO3, THF.
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Se sabe que la reaccion de formacion de las cianohidrinas es reversible, con constantes de
equilibrio que dependen de efectos estéricos. De manera que, en esta reaccion los aldehidos
tienen K mas grandes que las cetonas alifaticas y éstas a su vez que las cetonas estéricamente
impedidas. Ademas, si la cianohidrina se encuentra en presencia de una solucion acuosa basica,
el equilibrio se desplazara hacia el carbonilo original, ya que el cianuro es un buen grupo

saliente.

Bajo estas condiciones de reaccion y con el andlisis de los productos obtenidos en ambas
reducciones de cianohidrinas (5 y 9) se puede concluir que el LiAlH4, extrajo el proton é&cido
del hidroxilo en C-17, pues ademas de ser un agente reductor es una base muy fuerte. La
regeneracion del carbonilo y su posterior reduccion en el mismo medio genero los alcoholes

observados (7 y 11).

Con los resultados obtenidos, fue necesario proponer una nueva retrosintesis. Se planteé que el
aminoalcohol necesario para la obtencion del espirocarbamato (a) y las espiroisoureas (b) podria
provenir de un B-azido alcohol, y este a su vez de la apertura de un epoxido formado a partir del

carbonilo en C-17 (Esquema 1.16)

N o
a) \Ol//
N\rNHR k — ;OH — ;OH — ;>O
b) 0
J !

(o]

Esquema 1.16 Retrosintesis para la obtencién de espirocarbamatos y espiroisoureas en C-17.
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1.4.1.1 Sintesis de derivados de estrona

La formacion del aminoalcohol derivado de estrona se consiguié mediante la ruta sintética

mostrada en el Esquema 1.17.

Esquema 1.17 Sintesis del aminoalcohol 15. Reactivos y condiciones: a) BnBr, K.COs, CHsCN, reflujo, 8.5 h,
99%; b) SMesl, tBuOK, DMF, 0°C - t.a., 1 h, 95%; c) NaNs, H3BOs, DMF, reflujo, 4 h, 95%; d) 10% Pd/C, H,
1 atm, MeOH-CH.Cly, t. a., 25 h, 86%.

El primer paso en la sintesis de espiroheterociclos fue la proteccion del alcohol aromaético de la
estrona (8) con un grupo bencilo. Debido a que el hidrégeno del anillo fendlico es muy &cido,
el KoCOs es suficientemente basico para extraer el protdn y formar el fenolato, el cual reacciona
por una Sn2 sobre el BnBr formando el derivado 12. La reaccion de proteccion es bastante

limpia y se obtiene con un rendimiento cuantitativo.

Otras metodologias reportadas en la bibliografia para la proteccién de la estrona con un grupo

bencilo utilizan diferentes bases y/o disolventes.®”:¢8

Las sefiales observadas en el espectro de RMN de *H que evidenciaron la formacion de 12 fueron
la aparicion de sefiales multiples a frecuencias altas (7.32-7.46 ppm) pertenecientes a los
hidrégenos del anillo aromético y una sefial simple en 5.05 ppm perteneciente al metileno del
bencilo. De la misma forma, en el espectro de RMN de 3C se observaron las sefiales del grupo
aromatico de 127.5-137.3 ppm y la sefial del metileno del bencilo a 70.0 ppm. Los demas datos

fisicos y espectroscopicos se compararon con los reportados en la bibliografia.®®

Posteriormente, la formacién del epoxido 13 se obtuvo a través de la reaccion de Corey-

Chaykovsky en excelente rendimiento y de manera estereoselectiva.
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La reaccion de Corey-Chaykovsky consiste en el ataque nucleofilico de un iluro de azufre sobre
un carbonilo, seguido de una reaccion Sn2 intramolecular del oxigeno anidnico sobre el carbono
que sostiene el catidn sulfonio. En esta reaccion el iluro de azufre fue formado in situ mediante
la reaccion de tBuOK y SMesl (Esquema 1.18).

/\03 - R
)J\R O\‘/R

HaC +|HCH tBuOK HyC.* _CH H,C. _CH,| R H.C_¥-CH S'(O
3 \S/ 3 > 3 \S/ 2 - 3 \S// 2 JEE— 3 \S/ 2
! DMF ! ! I~ -S(CH3), R R
CH3 CH3 CHj, CH,3

Esquema 1.18 Mecanismo de reaccion de Corey-Chaykovsky para formacion de epoxidos.

La cristalizacion del epoxido en una mezcla hexano-AcOEt permitio determinar la
configuracién absoluta del nuevo carbono quiral (S) por medio de difraccion de rayos X
(Cambridge Crystallographic Data Centre 1561885) (Figura 1.10).

Figura 1.10 Diagrama ORTEP del compuesto 13, con los elipsoides al 30% de probabilidad.

La RMN de 'H del compuesto 13 muestra dos sefiales dobles en 2.66 y 2.98 ppm
correspondientes a los protones diastereotdpicos del oxirano (Espectro 1), mientras que el
espectro de RMN de *3C presenta una nueva sefial en 53.8 ppm debida al CH2 del mismo ciclo.

El carbono espiranico C-17 se observa en 70.7 ppm (Espectro 2).

La apertura del epdxido para formar el nuevo derivado se llevd a cabo utilizando NaNz en

presencia de HsBOz. La reaccion Sn2 se llevo a cabo de manera regioselectiva sobre el carbono
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menos impedido del epoxido obteniendo como Unico producto el compuesto 14. La reaccion se
obtuvo de manera limpia y con un rendimiento del 95% (Esquema 1.17).

Los espectros de RMN muestran un cambio en el desplazamiento del grupo metileno, ahora

unido a la azida, hacia frecuencias mas altas (3.32 y 3.62 ppm para 'H y 58.4 ppm para 3C), asi
como del C-17 (83.6 ppm) (Figura 1.11, Espectros 3y 4).

’ La ]

b) [t A

Figura 1.11 Desplazamiento de las sefiales del CH; oxirano (a) en el derivado 13 y del CH2Ns3 (b) en el

compuesto 14.

La estructura del derivado 14 fue corroborada por difraccion de rayos X asignando la
configuracién del C-17 como S (Figura 1.12) (Cambridge Crystallographic Data Centre

1561886). Los cristales fueron obtenidos en una mezcla hexano-AcOEt.

1 %-—36\

Figura 1.12 Diagrama ORTEP del compuesto 14, con los elipsoides al 30% de probabilidad.

La reduccion catalitica del derivado 14 con Hz y 10% Pd/C a 1 atm, permitié obtener la amina
15 y eliminar el bencilo en la posicion C-3. Las reducciones cataliticas generalmente proceden

de forma limpia, por lo que la purificacion del compuesto consistio en filtrar el crudo de reaccion
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sobre Celita® para remover el catalizador, precipitar el sélido de la mezcla y posteriormente

lavarlo con éter etilico frio para remover las impurezas menos polares.

La RMN de H y ¥C muestra algunos cambios en el desplazamiento del grupo metileno con
respecto al derivado 14. A pesar de que los protones del metileno unido a la amina son
diastereotopicos podemos observarlos como una sefial simple que integra para 2 protones en
3.04 ppm (Espectro 5), lo que permite pensar que tienen el mismo ambiente electronico. El
carbono del CH2NH: por su parte se observa a 46.7 ppm (Espectro 6), mientras que el C-17
(81.9 ppm) no muestra un cambio significativo en su desplazamiento. Los derivados 12 al 15
han sido previamente descritos en la bibliografia, obtenidos mediante condiciones de reaccion

diferentes.’®

1.4.1.1.1 Sintesis del anillo espirooxazolidin-2-ona

Una vez obtenido el aminoalcohol 15 se utilizd en dos rutas sintéticas para obtener los
espiroheterociclos. En esta primera ruta el derivado 15 se traté con trifosgeno, como una
alternativa segura al fosgeno, en una mezcla MeOH-NaHCO3 acuoso, lo que permitié obtener
el isocianato 16, no detectado por ccf; tras la ciclacion intramolecular espontanea del
heterocumuleno con el hidroxilo en C-17 se obtuvo el espirocarbamato 17. El ataque
intermolecular por parte del MeOH hacia el isocianato condujo a la formacion del subproducto

18, el cual se obtuvo en una proporcion aproximada de 1:3 con respecto a 17 (Esquema 1.19).

MeO

Esquema 1.19 Sintesis del espirocarbamato 17. Reactivos y condiciones: a) Trifosgeno, MeOH-NaHCO; ac.,
0°C, 15 min, 57% de 17 y 19% de 18.
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Para evitar la formacion del subproducto 18, se llevo a cabo un ensayo empleando DMF como
disolvente, sin embargo, Unicamente se observo la formacion de una pequefia cantidad del
compuesto 17, ni el cambio de la temperatura o de la base modificaron los resultados. No fue
posible ensayar la reaccion con otros disolventes debido a la pobre solubilidad de la amina 15.
Tanto el espirocarbamato 17 como el subproducto 18 fueron probados como agentes
antiproliferativos.

Los espectros de RMN muestran diferentes sefiales caracteristicas de los nuevos derivados. En
el espectro de *H del espirocarbamato 17 se pueden observar los protones del metileno H-4’
como sefiales dobles en 3.27 y 3.74 ppm (Espectro 7). En tanto que el espectro de 3C muestra
el carbono C-4’ en 49.2 ppm (Espectro 8). La sefial caracteristica del carbonilo del carbamato
(C-2%) se observa en 160.4 ppm, mientras que el carbono espiranico C-17 se desplazé a
frecuencias méas altas con respecto a la amina hacia 92.5 ppm. Por su parte, el derivado 18
presenta las sefiales de RMN del metileno CH2NH en 3.18 y 3.36 ppm en el espectro de *H
(Espectro 9) y en 48.2 ppm en el espectro de 3C (Espectro 10). La sefial del carbonilo del
carbamato esta presente en 160.3 ppm, mientras que el desplazamiento de C-17 es similar al de
los derivados 14 y 15 (84.2 ppm). Finalmente, las sefiales del OCH3 se observan en 3.66 y 52.7

ppm en los espectros de *H y °C, respectivamente.

1.4.1.1.2 Sintesis del anillo espiranico 2-aminooxazolina

El aminoalcohol 15 se utiliz6 también para la formacion de las espiroisoureas 20 (Esquema
1.20).

Esquema 1.20 Sintesis de las espiroisoureas 20. Reactivos y condiciones: a) R-NCS, EtsN, MeOH, t.a. 0 45°C,
66-86%; b) HgO, MeOH o THF, t.a., oscuridad, 68-96%.
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En primer lugar, el derivado 15 se hizo reaccionar con diferentes isotiocianatos (Bu, Cy, Ph) en
presencia de EtzN para obtener las tioureas 19a-c.

La tiourea de fenilo (19c¢) se obtuvo de manera répida, mientras que la de butilo (19a) y
ciclohexilo (19b) necesitaron un aumento en el tiempo o la temperatura de reaccion (Tabla 1.1).
La ccf mostré en todos los casos reacciones muy limpias con las tioureas como producto
mayoritario, sin embargo, la purificacion de los derivados tuvo que realizarse de manera
cuidadosa al existir subproductos con R muy cercanos. Los derivados 19a y 19b mostraron ser
inestables en la columna cromatogréafica tanto en gel de silice como en alimina neutra, por lo
que un lavado final del aceite obtenido con CH:Cl frio permitid obtener las tioureas 19 de

manera pura.

Tabla 1.1 Condiciones de reaccién de las tioureas 19.

o Temperatura ) Rendimiento
Compuesto R Isotiocianato Tiempo
(°C) (%)
19a Bu 1.2 eq 45 4h 66
19b Ciclohexilo 1.2 eq ta. 22 h 73
19c Ph 1.2 eq ta. 3h 86

Las sefiales méas importantes de la formacién de las tioureas observadas en los espectros de
RMN de *H y *3C son los singuletes anchos pertenecientes a los NH de las tioureas entre 6.72 y
9.11 ppm (Espectros 11, 13 y 15), la sefial del tiocarbonilo presente entre 181.9 y 184.5 ppm
(Espectros 12, 14 y 16), asi como las sefiales de los sustituyentes (Bu, Cy, Ph).

La ciclodesulfuracion de las tioureas se llevd a cabo mediante el tratamiento con HgO amarillo,

bajo Ary en oscuridad para obtener las espiroisoureas 20a-c en buenos rendimientos.

En esta reaccion no se detecto algin subproducto que proviniera del uso de MeOH como en el
caso del carbamato 18, por lo que las reacciones se realizaron en MeOH y/o THF de manera

indistinta sin afectar los tiempos ni rendimientos de reaccién. Al igual que en la reaccion de
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formacion de tioureas, la formacién de la espiroisourea de fenilo (20c) se llevé a cabo de manera
rapida y con menor cantidad de equivalentes de HgO con respecto a las espiroisoureas de butilo
(20a) y ciclohexilo (20b) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Condiciones de reaccion de las espiroisoureas 20.

] Temperatura ] Rendimiento
Compuesto R Disolvente HgO Tiempo
(°C) (%)
20a Bu THF 18 eq ta. 96 h 68
20b Ciclohexilo MeOH 18 eq ta. 168 h 92
20c Ph MeOH 9eq ta. 21h 96
20c Ph THF 9eq ta. 16 h 93

La formacion de las espiroisoureas transcurre a través de una carbodiimida intermediaria i
inducida por HgO, el posterior ataque nucleofilico del alcohol en C-17 conduciria a la formacion
de los derivados 20 (Esquema 1.21). En la bibliografia se ha reportado la presencia de una
carbodiimida detectada por ccf en la formacion de ureas a partir de glicopiranosil tioureas, en

donde la reaccion de desulfuracion con HgO fue el paso clave.™

S
HO.‘\\\N»\H,R

H
’ HgO
- _—

A -H,S

19a-c 20a-c

Esquema 1.21 Mecanismo de formacion de las espiroisoureas 20a-c.

La purificacién de las espiroisoureas se llevo a cabo por cromatografia en columna de manera
cuidadosa utilizando mezclas de CH2Cl>-MeOH o CHCl,-Isopropanol. La polaridad de los
derivados y la existencia de pequefios subproductos con Rf cercanos dificultdo el completo
aislamiento, por lo que un lavado final de los aceites obtenidos con éter etilico frio permitio
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obtener los espirociclos 20 de manera pura. La dificultad en la purificacion se vio reflejada
especialmente en el derivado 20a, pues a pesar de observar la completa desaparicion de la
materia prima y la formacion del nuevo producto como producto casi exclusivo, el rendimiento

disminuyd hasta el 68%.

Las evidencias de la formacion de estos derivados observadas en el espectro de RMN de 3C
son la desaparicion de la sefal del tiocarbonilo alrededor de 180 ppm, asi como la aparicién de
una sefial cercana a 160 ppm correspondiente al carbono vinilico C-2° del heterociclo. Se
observa también el desplazamiento del C-4’ alrededor de 60 ppm (Figura 1.13, espectros 18,
20y 22).
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Figura 1.13 Desplazamiento de las sefiales del C=S en tioureas 19 y del C-2’ en las espiroisoureas 20.

Por su parte, los espectros de *H muestran los protones diastereotopicos H-4" entre 3.34 y 3.93
ppm, mientras que el protdn del NH se observa entre 5.54 y 6.79 ppm (Espectros 17, 19 y 21).

La espectrometria de masas confirmd la formacion de los derivados 20.
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1.4.1.1.3 Sintesis del anillo espirooxazolidina-2-tiona

El aminoalcohol 15 se us6 también para sintetizar un anillo de oxazolidina-2-tiona utilizando
1,1’-tiocarbonildiimidazol (Esquema 1.22). EI compuesto 21 se obtuvo después de 1.5 h a
temperatura ambiente junto con un subproducto mas polar. La purificacion por cromatografia
en columna mostro que el espirotiocarbamato se descompone hacia el derivado mas polar que

no fue identificado, por lo que 21 no pudo aislarse ni caracterizarse.

1,1'-tiocarbonildiimidazol

DMF, t.a.

Esquema 1.22 Formacidn del espirotiocarbamato 21.

No obstante, el hecho de que el espectro de RMN de **C de 21 muestre una sefial en 190.4 ppm
caracteristica de un enlace C=S y otra en 100.4 ppm que puede asignarse al C-17, con un
desplazamiento quimico similar al observado para los carbonos espiranicos de los compuestos

sintetizados previamente, permite proponer la estructura de 21.

1.4.1.2 Sintesis de derivados de trans-androsterona

La modificacion de la estructura del esteroide, como lo es el cambio en la naturaleza del anillo
A, puede tener impacto en los resultados bioldgicos, lo que proporcionaria informacion valiosa
para la determinacion de las relaciones estructura-actividad. De esta manera, al tener las
condiciones establecidas para la sintesis de los espiroheterociclos esteroidales, se realizo la
sintesis del espirocarbamato y las espiroisoureas sobre el C-17 de trans-androsterona (22), un
esteroide estructuralmente relacionado con estrona (8). La ruta sintética utilizada, por lo tanto,

es similar a la mostrada en la Seccion 1.4.1.1 para la sintesis de derivados de estrona.
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El primer paso en esta sintesis fue la formacion del epdxido 23 sobre el C-17 (Esquema 1.23).
El uso de SMezl y tBuOK, tal como se uso en la sintesis del analogo 13, produjo una reaccion
lenta que no concluy6 después de 7 dias de reaccion. ElI cambio de la base por NaH produjo
algunos subproductos menos polares derivados probablemente de la reaccion del alcoholato
formado en C-3, sin embargo, el producto se obtuvo de manera estereoselectiva después de 6
horas de reaccion con un rendimiento del 71%. La configuracion del nuevo carbono quiral no

pudo determinarse en este paso al no obtenerse un cristal del compuesto.

Esquema 1.23 Sintesis del aminoalcohol 25. Reactivos y condiciones: a) SMesl, NaH, DMF, 0 °C > t.a,, 6 h,
71%; b) NaNs, HsBO3;, DMF, reflujo, 2 h, cuantitativo; ¢) 20% Pd(OH)./C, Hz, 1 atm, MeOH-CH,Cl>, t. a., 3 h,
98%.

La apertura del epoxido, al igual que en el andlogo 14, se realiz6 mediante el uso de azida de
sodio en presencia de acido bdrico para obtener el derivado 24 de manera cuantitativa y en un
tiempo de 2 h a reflujo.

Los desplazamientos en RMN de H (Espectros 23 y 25) y *C (Espectros 24 y 26) de las
sefiales mas representativas de los derivados 23 y 24 (CHz-oxirano, CH,-azida, C-17) son
similares a las reportadas anteriormente para los derivados de estrona. La configuracién absoluta
del C-17 fue asignada en el derivado 24 como el diastereoisémero (S) con ayuda del experimento
de RMN 2D-NOESY. La correlacion espacial NOESY se observa de manera clara entre los
protones CH2N3 y los protones H-12ax y H-16a., sin embargo, la evidencia de la configuracion

fue dada por la correlacion con el protéon H-14 (Figura 1.14, Espectros 27a,b).

La reduccién de la azida se llevo a cabo utilizando 20% Pd(OH)2/C en una mezcla MeOH-

CH:Cl; por 3 h, obteniendo el derivado 25 con excelente rendimiento y en un tiempo de reaccién
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corto. El aminoalcohol se precipito de la solucion utilizando AcOEt, posteriormente se lavo el

solido en frio con el mismo disolvente para obtener el aminoalcohol 25 de manera pura.

16a 12b 14
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CH2N3 é {* k
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Figura 1.14. Correlaciones NOESY entre los protones CH2N3 y los protones H-12ax, H-14 y H-16a en el
derivado 24.

El espectro de RMN de *H (Espectro 28) muestra los protones diastereotopicos del CH2-NH;
como una sefial doble y una sefial doble de dobles en 2.92 y 2.97 ppm, a diferencia del
aminoalcohol de estrona 15. Los desplazamientos en *3C del mismo grupo y del C-17 tienen
desplazamientos similares a los de 15 y aparecen en 46.4 ppm y 81.6 ppm, respectivamente
(Espectro 29).

1.4.1.2.1 Sintesis del anillo espirooxazolidin-2-ona

El tratamiento del aminoalcohol 25 con trifosgeno se realizé en una mezcla MeOH-CH2Cl-
NaHCO3 acuoso, obteniendo el isocianato 26 no aislado, el cual ciclo espontaneamente para dar

el espirocarbamato 27 y el subproducto 28 en una relacion 2:1 (Esquema 1.24).
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Esquema 1.24 Sintesis del espirocarbamato de trans-androsterona 26. Reactivos y condiciones: a) Trifosgeno,
MeOH-CH,Cl,-NaHCOj3 ac., 0°C, 25 min, 52% de 27 y 25% de 28.

Las sefiales en los espectros de RMN (Espectros 30-33) que muestran la formacién de ambos
derivados (CH2NH, C=0, OCH?a) tienen desplazamientos similares a los obtenidos a partir de
estrona (Seccion 1.4.1.1.1). Por su parte, los espectros de IR de ambos derivados, muestran una
sefial intensa en 1729 cm™ o en 1702 cm™ correspondiente a la vibracion de tension de los

grupos carbonilo de los carbamatos 27 y 28 respectivamente (Figura 1.15).
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Figura 1.15 Segmentos de los espectros de IR de los derivados 27 y 28.
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1.4.1.2.2 Sintesis del anillo espiranico 2-aminooxazolina

El aminoalcohol 25 fue utilizado también en la formacion de las tioureas 29a-c a partir de su
tratamiento con los isotiocianatos de butilo, ciclohexilo y fenilo en presencia de EtsN (Esquema
1.25). A diferencia de las tioureas derivadas de estrona, la purificacion de los derivados 29 se
realizd de manera sencilla mediante cromatografia en columna obteniendo buenos rendimientos
en todos los casos (70-81%). La presencia de la sefial correspondiente al tiocarbonilo (cercana

a 180 ppm) en RMN de **C confirma los productos deseados (Espectros 35, 37 y 39).

S
R
HO - »\N/
D H H

Esquema 1.25 Sintesis de las espiroisoureas 30 derivadas de trans-androsterona. Reactivos y condiciones: a) R-
NCS, EtsN, MeOH, t.a. 0 45 °C, 70-81%; b) HgO, THF, t.a., oscuridad, 93-99%.

La sintesis de las espiroisoureas 30 a partir de las tioureas 29, se llevé a cabo con tiempos
prolongados de reaccidn utilizando HgO amarillo en oscuridad. La ccf mostr6 en todos los casos
productos muy puros con una pequefia mancha apolar. El derivado 30c fue purificado facilmente
eluyendo la impureza con CH2Cl y el producto con una mezcla CH2Cl.-Isopropanol obteniendo
un excelente rendimiento. Sin embargo, los productos 30a y 30b mostraron ser inestables en gel
de silice y alimina bésica, por lo que el sélido obtenido a partir de la filtracién del HgO vy la
evaporacion del disolvente, se lavé con hexano varias veces para eliminar el compuesto mas

apolar. Se obtuvieron los derivados 30a y 30b de manera pura y con excelentes rendimientos.

Los espectros de RMN (Espectros 40-45) muestran la desaparicion de la sefial C=S alrededor
de 180 ppm y la aparicion de la sefial C-2 del espiroheterociclo cercana a 160 ppm. Los protones
diastereotdpicos H-4’ se observan entre 3.28 y 3.91 ppm, mientras que el NH se observa entre
4.05 y 4.85 ppm. Los tiempos de reaccion y los rendimientos de los derivados 29 y 30 se

muestran en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3 Rendimientos y tiempos de reaccion de los derivados 29 y 30.

29 30
Compuesto R
Tiempo Rendimiento (%) Tiempo Rendimiento (%)
a Bu 72h 74 144 h 99
b Ciclohexilo 56 h 70 72h 93
c Ph 05h 81 19h 97

1.4.2 Sintesis de selenoderivados

La sintesis de los derivados de selenio se realizo a partir de diosgenina, un esteroide facilmente
accesible y con propiedades biolégicas importantes.’?"# Se sintetizaron dos selenocianatos y un
diselenuro esteroidal, el cual podria tener un efecto interesante debido a la multivalencia (ver
Seccion 2.2.2). Los derivados sintetizados se dividieron en dos grupos, aquellos que poseen una

cadena colestanica y los que poseen una cadena 22-oxocolestanica.

1.4.2.1 Sintesis de derivados oxocolestanicos

El primer paso en la sintesis de los derivados oxocolestanicos fue la proteccion del alcohol
secundario en C-3 con un grupo sililado (Esquema 1.26). La proteccion de este alcohol

secundario permitié mas adelante realizar otras reacciones sin que este alcohol se viera afectado.

El grupo protector que se eligio fue el TBDPS, pues es un grupo que presenta una alta resistencia
a diversas condiciones de reaccion como las que se realizaron en esta ruta de sintesis (acidas,
bésicas y de reduccion), mientras que su formacion y eliminacion se realizan de manera facil y
con buenos rendimientos.” La reaccion se llevé a cabo de manera muy limpia y el derivado 32
se obtuvo como Unico producto y con excelente rendimiento. Los datos fisicos y

espectroscapicos del derivado obtenido se compararon con los reportados en la bibliografia.”
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¢ (33 R=0OH
34 R=0OMs

Esquema 1.26 Sintesis del diselenuro 37. Reactivos y condiciones: a) TBDPSCI, imidazol, DMF, t.a., 20 h, 92%;
b) Ac.0, BF3-OEt,, CH,Cl,, 0 °C, 10 min, 52%; c) MsCl, EtsN, CH.Cl,, 0 °C, 1 h, 90%; d) KSeCN, THF,
reflujo, 1 h, oscuridad, 94%; e) NaBHa4, MeOH-THF, t.a., 30 min, 68%; f) TFA-THF-H0, t.a., 2 h, 33%.

Como se menciond anteriormente (Seccion 1.4.1), la modificacidn de la cadena lateral sobre el
C-17 ha sido importante en nuestro grupo de investigacién, pues muchos derivados tanto
naturales como sintéticos que poseen esta caracteristica han mostrado actividad bioldgica
interesante. De manera que se decidid sintetizar los primeros selenoderivados con base en esta

estructura oxocolestanica.

La transformacion de la cadena lateral se realiz6 a través de una reaccion de acetélisis abriendo
regioselectivamente los anillos E y F, mediante el uso de anhidrido acético y BF3-OEt, aislando
el derivado 26-hidroxilado 33.

La formacién del hidroxilo en C-26 depende fuertemente del tiempo y la temperatura de
reaccion, un mayor tiempo de reaccion produce la acetilacion del alcohol, mientras que una
mayor temperatura provoca un aumento en la formacién de subproductos furostanicos y

epoxicolestanicos.’’

Una metodologia descrita recientemente por Sandoval et al.”®, reporta la formacion de la cadena
26-hidroxi-22-oxocolestanica a partir de saponinas espirostanicas mediante una metodologia de

dos pasos y con excelentes rendimientos.
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El espectro de RMN de 'H muestra como sefiales mas representativas de la obtencion del
derivado 33 un cambio en la sefial de los protones H-26. Mientras que en 32 formaban parte del
tetrahidropirano F, en el compuesto 33 forman parte de la cadena lateral. En el derivado 32 los
H-26 aparecen en 3.46 ppm (H-26ec) y 3.36 ppm (H-26ax) como sefiales dobles de dobles,
mientras que en el derivado 33 aparecen como una sefial doble en 3.41 ppm que integra para
dos protones (Figura 1.16). En el espectro del compuesto 33 se observa ademas un singulete en

1.95 ppm que integra para 3H y corresponde al metilo del grupo acetato en C-16 (Espectro 46).

El espectro de RMN de 3C muestra por su parte, sefiales en 21.3 y 170.0 ppm que corresponden

al metilo y al carbonilo del grupo acetato en C-16, respectivamente (Espectro 47).

H-26
H-26ax ‘
H-26ec h “
it
\ |L.||||L
e YN _
g 5 5
360 355 350 345 340 335 3.30 360 355 350 345 340 3.35 3.30
f1 (ppm) 1 (ppm)
32 33

Figura 1.16 Cambio en la forma y desplazamiento de las sefiales de los protones H-26 en los derivados 32 y 33.

El mecanismo de formacion del derivado 33 habia sido controvertido por varios afios,%3%
creyendo que la apertura del anillo F podia realizarse por dos mecanismos, el ataque del
nucleofilo sobre el C-22 en el intermediario i, o el ataque nucleofilico sobre el C-26. Sin
embargo, de acuerdo a lo reportado recientemente’® el mecanismo de formacion de la cadena
26-hidroxi-22-oxocolestanica se lleva a cabo por el segundo mecanismo y se presenta en el

Esquema 1.27.
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Esquema 1.27 Mecanismo para la formacion del derivado 33.

El hidroxilo en C-26 del compuesto 33 tuvo que convertirse en un buen grupo saliente para
posteriormente poder ser transformado en un grupo derivado de selenio, por lo que el hidroxilo
se hizo reaccionar con dos diferentes cloruros de sulfonilo para observar cual de ellos daba un
mejor resultado tanto en su preparacion como en el desplazamiento nucleofilico de la siguiente

reaccion (Esquema 1.28).

A
MsCl, Et;N
CH,Cl,, 0°C, 1 h 34

TsCl, piridina
CH20|2, t.a., 5h

Esquema 1.28 Formacién de los derivados 26-mesilado 34 y 26-tosilado 38 de a partir del compuesto 33.

En la ruta A, el derivado 33 se traté con MsCI en presencia de EtsN a 0 °C, lo que condujo a la
formacion del derivado 26-mesilado 34 de manera rapida y con un rendimiento del 90%. Por
otro lado, en la ruta B, el compuesto 33 se tratd con TsCI en presencia de piridina a temperatura

ambiente por 5 horas, obteniendo el derivado 26-tosilado 38 en 79%.

Ambos compuestos mostraron las sefiales espectroscopicas representativas del nuevo grupo
funcional en el C-26. Los espectros de IR de los derivados, muestran sefiales que van de 1359-
1334 cm* y una sefal intensa cercana a 1170 cm™ que corresponden a vibraciones de tension
asimétrica y simétrica del grupo O=S=0, respectivamente (Figura 1.17).

33



Capitulo 1. Espiroheterociclos esteroidales y derivados de selenio

100= 100=
0=
80-

70=

% Transmittance
% Transmittance

B0=

58 1358513
50 1359.532
508 1334.370
so8 40-
50—
172041 1175.656
. 30_
45—
I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I '
1600 1400 1200 1000 1600 1400 1200 1000
Wavenumber YWavenumber

Figura 1.17 Segmentos de los espectros de IR de los derivados 34 y 38.

Por otro lado, las sefiales caracteristicas de la transformacion se pueden observar también por
RMN. El derivado 34 muestra sefiales correspondientes al metilo del mesilo en 3.01 ppm y en
37.4 ppm para RMN de *H y 13C, respectivamente (Espectros 48 y 49). Por su parte, las sefiales
del metilo del tosilo de 38 puede observarse en 2.44 ppm (RMN de *H) y 21.8 ppm (RMN de
13C), mientras que las sefiales correspondientes al anillo aromatico estan presentes en 7.77 y
7.35 ppm (RMN de 'H) y en 144.9, 133.0, 130.0 y 128.0 ppm (RMN de *3C) (Espectros 56 y
57).

El desplazamiento nucleofilico de los ésteres sulfonicos se realizé utilizando KSeCN en THF a
reflujo. Debido a que algunos derivados de selenio son fotosensibles y se descomponen con
facilidad formando selenio rojo o negro elemental, las reacciones y el aislamiento de los

productos se llevaron a cabo en la oscuridad.

En el Esquema 1.29 se muestran las condiciones de reaccién y los rendimientos para sintetizar

el selenocianato 35 a partir de los ésteres sulfonicos.
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KSeCN
Ms THF, reflujo, 1 h
oscuridad
94%

4 TBDPSO

e
Ts THF, reflujo, 3 h
oscuridad
38%

Esquema 1.29 Sintesis del selenocianato 35 a partir de los derivados 34 y 38.

Se observa que la reaccion a partir del derivado mesilado 34 fue més rapida y se obtuvo en mejor
rendimiento que la reaccion a partir del tosilo 38. Esta ultima mostrd subproductos apolares
derivados de la descomposicion de la materia prima. Tomando en cuenta los rendimientos de
las reacciones previas, el rendimiento del selenocianato 35 desde el derivado 33 fue del 85% y
del 30% utilizando como grupos salientes el mesilo y el tosilo, respectivamente. El derivado 35
mostro una sefial en el espectro de IR en 2150 cm™, correspondiente a la vibracion de tension
del grupo C=N. Por su parte, en el espectro de RMN de 3C se observa una sefial en 102.3 ppm
correspondiente al carbono del mismo grupo, corroborando de esta manera la obtencion del
derivado 35 (Espectro 51).

La formacion del dimero esteroidal se realizé mediante el uso de NaBH4 en una mezcla MeOH-
THF por 30 minutos para obtener el derivado 36 en un 68% de rendimiento. La reduccién de
selenocianatos con hidruros metalicos produce selenolatos, los cuales reaccionan con otra

molécula de selenocianato para formar un diselenuro (Esquema 1.30).

RSeCN
RSeCN + MH ——> RSeM —> RSeSeR
M = Li, Na, K

Esquema 1.30 Formacion de un diselenuro a partir de la reduccién de un selenocianato.

La ausencia de la sefial correspondiente al C=N tanto en el espectro de IR como en el de RMN
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de 13C (Espectro 53) confirmo la obtencion del diselenuro 36. Las demas sefiales de RMN de

'H y 13C muestran desplazamientos similares a los de la materia prima 35.

Finalmente, se ensayo la eliminacion del grupo protector en la posicién C-3 empleando una
mezcla TFA-THF-H20 (3:2:1) a t.a. por 2 horas, obteniendo el diselenuro desprotegido 37. La
formacion de diferentes subproductos de reaccién que no fueron identificados disminuyo
considerablemente el rendimiento de reaccion, mientras que pruebas preliminares utilizando
otras metodologias tales como TBAF,” HF-py/py, NaOH/EtOH, HCI/MeOH"® condujeron a la
eliminacion del grupo acetato en C-16 o a la formacion de otros subproductos.

La ausencia de las sefiales del grupo protector en los espectros de RMN de *H y 3*C confirmaron
la eliminacion del grupo sililado. Se observa la desaparicion de las sefiales pertenecientes a los
grupos aromaticos (7.36-7.67 ppm y 127.6-135.9 ppm) y del grupo terc-butilo (1.05 ppm, 19.3
ppm y 27.1 ppm) en los Espectros 54 y 55.

A partir del selenocianato 35 se formo también el selenuro 39 utilizando BnBry NaBH4 a 0 °C
por 30 minutos. El derivado bencilado se obtuvo en 68% junto con el diselenuro 36 (Esquema
1.31). La formacion de pequefias cantidades de subproductos con Rt cercanos al selenuro 39
dificultaron la purificacion por cromatografia en columna, mientras que un tiempo prolongado
en el gel de silice descompuso el derivado, de manera que 39 no pudo ser caracterizado

completamente ni evaluado en las pruebas bioldgicas.

BnBr, NaBH,

MeOH-THF, 0 °C

30 min
TBDPSO

68%
Esquema 1.31 Formacién del selenuro 39.

Los espectros de RMN de 'H y *C muestran una sefial en 3.68 y 27.7 ppm correspondiente al
CH2Ph, mientras que los protones aromaticos se observan en 7.11-7.36 y 126.8-139.6 ppm,
respectivamente (Espectros 58 y 59).
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1.4.2.2 Sintesis de derivados colestanicos

Para la sintesis de los derivados colestanicos se realizo una apertura reductiva de los anillos E 'y
F de la diosgenina (31) mediante una reduccion de Clemmensen, obteniendo el triol 40
(Esquema 1.32). El uso de HCI concentrado, tal como se indica en la bibliografia®®8! condujo
a un bajo rendimiento del triol deseado y a un incremento en la cantidad del subproducto
mayoritario de la reaccion. Al utilizar HCI a la mitad de su concentracion original, como se
describe en la metodologia descrita por Martin et al.®? se obtuvo el compuesto 40 en un 70%.
El subproducto de reaccion fue identificado por este grupo de investigacion como un producto

de reordenamiento.

Esquema 1.32 Sintesis del selenocianato 42. Reactivos y condiciones: a) Zn, HCI, EtOH, reflujo, 0.5 h,
70%; b) TsClI, piridina, t.a., 1 h, 56%; c) KSeCN, THF, reflujo, 9.5 h, 87%.

En un primer paso, la presencia de acido en el medio de reaccion produce la apertura de los
anillos E y F dando como resultado el triol A, el cual se encuentra en equilibrio con el derivado
31 (Esquema 1.33).

Esquema 1.33 Apertura de los anillos E y F en 31.
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Posteriormente, en el segundo paso mediante la reduccion de Clemmensen se elimina el
carbonilo formado en la posicion 22 utilizando zinc como agente reductor. EI mecanismo
propuesto en la bibliografia para la reduccion de Clemmensen se presenta en el Esquema 1.34

e involucra la formacion de intermediarios radicalarios y de especies carbenoides de zinc.®

-ZnO

Esquema 1.34 Mecanismo de la reduccion de Clemmensen.

Los espectros de RMN de *H y **C mostraron las sefiales correspondientes a la apertura de los
anillos E y F, asi como la ausencia de la sefial perteneciente al grupo carbonilo y fueron

comparados con los reportados en la bibliografia.®?

La tosilacion del hidroxilo primario se llevé a cabo utilizando la metodologia descrita por Poza
et al.®* utilizando TsCl y piridina a temperatura ambiente (Esquema 1.32). El tiempo de
reaccion, sin embargo, se disminuy6 a 1 h pues al mantener la reaccion por mas tiempo se
obtenia un porcentaje mas alto del producto 3,26-ditosilato. Los espectros de RMN de *H y 3C
de 41 mostraron las sefiales caracteristicas del grupo sulfonilo. Los protones y carbonos
aromaticos se observaron en 7.34 y 7.77 ppm como sefiales dobles que integraron para 2H cada
unay en 121.6-144.8 ppm, respectivamente, mientras que los protones y carbono del metilo
aromatico se observaron en 2.44 'y 20.8 ppm, respectivamente. Los espectros fueron comparados

con los reportados en la bibliografia.

Finalmente, el derivado 41 se traté con KSeCN en THF anhidro a reflujo, para dar el producto

de sustitucién 42. El selenocianato se obtuvo con buen rendimiento después de 9.5 h de agitacién
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en oscuridad. Los espectros de RMN de *H y *C muestran la ausencia de las sefiales aromaticas
descritas previamente, mientras se observa una sefial en 102.5 ppm perteneciente al carbono del
SeCN (Espectros 60 y 61).

1.4.3 Actividad antiproliferativa

Los derivados esteroidales sintetizados fueron evaluados como agentes antiproliferativos
siguiendo el protocolo de evaluacion del Instituto Nacional del Cancer (NCI, por sus siglas en
inglés).® Los compuestos se evaluaron contra un panel de seis lineas celulares de cancer
humano A549 (pulmén), HBL-100 (mama), HeLa (cervix), SW1573 (pulmon), T-47D (mama)
y WiDr (colon). Los resultados se expresan como el 50% de la inhibicion del crecimiento (Glso).
Los compuestos anticancerigenos: cisplatino (CDDP), etopésido (VP-16) y 5-fluorouracilo (5-
FU), asi como los esteroides anticancerigenos abiraterona y galaterona se evaluaron también

con propasitos de comparacion.

1.4.3.1 Actividad en derivados de estrona y trans-androsterona

Los resultados de la actividad antiproliferativa de los heterociclos esteroidales obtenidos se
presentan en la Tabla 1.4. De acuerdo a los valores de Glsg obtenidos en la serie de estrona y

trans-androsterona se pueden deducir algunas relaciones estructura-actividad.

Se observa que todos los derivados evaluados tuvieron actividad contra todas las lineas
celulares, excepto el derivado 24, que resulto inactivo. Los compuestos mas potentes en ambas
series fueron las 2-aminooxazolinas 20 y 30, las cuales tuvieron valores de 0.34-4.4 uM, lo cual
implica un incremento de actividad de casi 70 veces frente a algunas lineas tumorales con

respecto a farmacos de referencia como el CDDP o el VP-16.
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Tabla 1.4 Valores de antiproliferacion de derivados esteroidales contra lineas celulares de cancer humano.

Compuesto Glso (M)
A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr BJ-hTert
14 13+40 22+28 29+04 29+53 41+06 24%02
15 39+26 3437 27x15 43+10 3005 22+22
17 54+06 63+05 13+x01 18+48 44+07 92x17
18 68+06 40+09 35+x02 59+04 43+11 49%10
19a 48+18 7220 42+05 15+01 39+x05 44+08
19b 45+17 51+14 33%x06 14+57 39+x09 28+0.2
19c 9.8+3.0 15+26 63+18 21+48 57+22 45%0.2
20a 14+01 29+04 21+09 22+08 045+01 03401 <1
20b 11+01 15+02 13+03 15+02 071+04 03402 <1
20c 2602 44+06 33+x16 34+07 2607 26+08 14+06
24 >100 >100 >100 >100 >100 >100
25 17+23 20x19 22+40 1947 21x05 25+3.9
27 37+08 10+x45 40+x06 6.0+x32 45%x16 38x19 <1
28 38+£82 99+13 70x27 92+95 41+38 39+13
29 12+15 13+25 14+21 94+24 58%+10 45%038
29b 16+47 18+34 21+03 15+03 18+0.03 18+18
29c 29+37 2759 2776 2767 34zx5.1 17+6.5
30a 14+04 21+03 16+01 12+01 12+03 087x02 <1
30b 15+02 20+01 16+01 15+03 12+02 096+02 12+03
30c [a]
CDDP 49+02 19+02 18+05 27+04 17+33 23+43
VP-16 15+03 12+03 2409 1515 18x44 24+26
Abiraterona 9580 >100 79+£05 85+89 24145 42 £7.7 45+1.0
Galaterona 39+13 10+09 53+04 39+05 21+01 27+x02 50%13

[a] Insoluble bajo las condiciones del ensayo. Los numeros en negritas indican valores <10 pM.

Con respecto al nucleo esteroidal, se puede observar que los derivados de estrona (14-20)

resultaron ser mas potentes que los de trans-androsterona (25-30). Ademas, se observa que los

rangos de Glso de los derivados de estrona son mas grandes, lo que indica diferente selectividad

de las lineas celulares hacia los compuestos. Los derivados de trans-androsterona por su parte,

muestran rangos pequefios de Glso, lo que indica que las lineas celulares tienen una sensibilidad

similar hacia los derivados.
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Al tomar en cuenta el sustituyente en la posicion C-17, se observa que en ambas series el orden
de actividad es: 2-aminooxazolina (20, 30) > espirocarbamato (17, 27) > tiourea (19, 29).
Finalmente, al considerar la cadena de las 2-aminooxazolinas, se observa que los sustituyentes
butilo (20a, 30a) y ciclohexilo (20b, 30b) son mejores que los que poseen fenilo (20c, 30c¢). El

mismo patron de actividad se observo en las tioureas 19 y 29 (Figura 1.18).

Min-Max Gls, (UM)
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Serie de androsterona
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©
o

[
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Figura 1.18 Grafica de rango de Glso de compuestos evaluados.

Cabe destacar que los compuestos lider (20a,b) mostraron ser méas potentes contra las lineas
celulares resistentes a multifarmaco T-47D y WiDr, mostrando valores de 0.34-0.71 uM. Estos
resultados se entienden mejor cuando se comparan los valores obtenidos con los valores de los
compuestos anticancerigenos de referencia. Los derivados mas potentes (20a-c, 27, 30a,b)
también fueron probados en la linea celular no tumoral de fibroblastos humanos BJ-hTert en
busca de selectividad. Desafortunadamente la linea celular fue sensible a los compuestos. Este
efecto pudo observarse también para los anticancerigenos de referencia, mostrando un resultado

mas pronunciado en la abiraterona.
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1.4.3.2 Actividad en selenoderivados

Los resultados de la evaluacion de los selenoderivados, asi como de los intermediarios

colestanicos como agentes antiproliferativos se presentan en la Tabla 1.5.

Tabla 1.5 Valores de antiproliferacién de selenoderivados esteroidales contra lineas celulares de cancer humano.

Glso (LM)

Compuesto A549 HBL-100 Hela SW1573 T-47D WiDr

33 >100 >100 >100 >100 >100 >100

34 [a]

35 [a]

37 >100 >100 53+ 13 >100 >100 >100

38 7957 99+0.9 41+ 14 >100 37+13 27+9.4
40 12+0.9 >100 6.3+3.7 25+59 1.9+0.38 19+1.1
42 1.7+04 22+0.2 22+05 3.3+04 3.2+£0.38 55+14
CDDP 49+0.2 19+0.2 3.4+0.7 20£0.3 15+£23 26 £ 5.6
5-FU [b] 55+£23 43+16 15147 47 +18 49 +6.7

[a] Insoluble bajo las condiciones del ensayo. [b] No evaluado. Los nimeros en negritas indican valores <10
pM.

De manera general, se observa que los derivados colestanicos 40 y 42 mostraron mejor actividad
que los derivados 22-oxocolestanicos (33, 37 y 38), ademas estos Gltimos mostraron baja
solubilidad en la DMF utilizada en los ensayos. El diselenuro 37 present6 actividad moderada

contra la linea celular HeLa (53 uM), mientras que fue inactivo contra las demas lineas celulares.

Por su parte el derivado 26-hidroxilado 33 mostr6 ser inactivo contra todas las células de cancer.
Al cambiar el grupo hidroxilo por el grupo tosilo se observé que hubo una mejoria en la
actividad bioldgica, pues el derivado 38 mostr6 actividad moderada contra HelLa, T-47D y
WiIDr. Por su parte, el triol 40 mostré actividad moderada contra las células de pulmén A549 y
SW1573, y buena actividad contra las células HeLa. Ademas, mostro tener gran selectividad
por las células resistentes a multifarmaco T-47D y WiDr, mostrando ser 8 y 14 veces mas
potente que el anticancerigeno CDDP y 25 veces mas potente que el 5-FU. Finalmente, el

selenocianato 42, mostré buenos valores de antiproliferacion en todas las lineas celulares de

42



Capitulo 1. Espiroheterociclos esteroidales y derivados de selenio

cancer, con valores de Glso entre 1.7-5.5 uM. De manera interesante, se observa que el derivado
42 tuvo mejores valores de antiproliferacion que el 5-FU en todas las lineas celulares, mientras
que los valores son similares a los obtenidos para el CDDP.
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1.5 Conclusiones

Se sintetizaron 8 nuevos espiroheterociclos (espirocarbamatos y espiroisoureas) esteroidales
derivados de estrona y trans-androsterona con rendimientos moderados después de 4, 5 0 6

pasos de sintesis.

El espirocarbamato 17 se obtuvo con un rendimiento global del 44%, mientras que las
espiroisoureas 20 se obtuvieron con rendimientos del 34% (R = Bu), 52% (R = Cy) y 63% (R =
Ph) a partir de estrona (8). El espirocarbamato 27 se obtuvo con un rendimiento global del 36%
a partir de 22, mientras que las espiroisoureas 30 se obtuvieron con rendimientos del 51% (R =
Bu), 45% (R = Cy) y 55% (R = Ph) a partir de trans-androsterona 22.

Se desarroll6 una ruta sintética eficiente para la preparacién de espirocarbamatos y
espiroisoureas sobre la posicién C-17 del esqueleto esteroidal, utilizando como intermediario

clave un aminoalcohol que puede utilizarse en la sintesis de otros heterociclos.

Se sintetizaron 3 nuevos selenoderivados esteroidales (selenocianatos y diselenuro) con

rendimientos del 9-40% a partir de diosgenina (31) en 3, 4 0 6 pasos.

Los derivados finales, asi como derivados intermedios en las sintesis fueron evaluados como
agentes antiproliferativos en contra de 6 lineas celulares tumorales. Los heterociclos mas
potentes fueron evaluados ademas en una linea celular no tumoral de fibroblastos humanos,

donde no mostraron selectividad.

Todos los heterociclos esteroidales, asi como el selenocianato 42 mostraron actividad
importante contra todas las lineas celulares. Los derivados mas potentes fueron las

espiroisoureas de estrona y trans-androsterona con valores de 0.34-4.4 uM.

El anélisis de la relacién estructura-actividad en los heterociclos esteroidales mostré que los
derivados de estrona fueron mas potentes que los de trans-androsterona, ademas el orden de

actividad de acuerdo al sustituyente en C-17 fue aminooxazolina > espirocarbamato > tiourea.

Finalmente, los sustituyentes alquilicos en la cadena de las 2-aminooxazolinas, asi como en las

tioureas mostraron ser mejores que el sustituyente aromatico.
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1.6 Desarrollo experimental

1.6.1. Métodos generales

Los puntos de fusion se determinaron por la técnica de capilar abierto en un aparato de punto de
fusion Melt-temp y no fueron corregidos. Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro
Jasco P-2000. Los espectros de IR fueron adquiridos en un espectrofotometro Nicolet FT-IR
380 (7max, cmL). Los espectros de RMN fueron obtenidos en un instrumento Bruker Ascend 500
MHz. Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm (8) y los espectros fueron referenciados
de acuerdo al valor de los picos residuales de cada disolvente: CDCls (7.26 y 77.16 ppm),
CD3OD (3.31 y 49.0 ppm) y acetona-ds (2.05 y 29.84 ppm) para RMN de H y 3C
respectivamente. Los valores de las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz).
Las sefiales de RMN de *H y 13C fueron asignadas con ayuda de los experimentos de RMN de
1D y 2D (DEPT, COSY, HSQC, HMBC y NOESY). Los espectros de masas de baja y alta
resolucion fueron obtenidos por El, ESI y FAB utilizando un espectrémetro Hewlett Packard
5989 A acoplado a un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5990 Il, y los espectrometros de
masas Micromass AutoSpec-Q y JEOL JMS-700 MStation. La cromatografia en columna se
realiz6 utilizando gel de silice 60 (malla 230-400) o alimina neutra grado Brockmann | (malla
150). La ccf se realizé utilizando placas comerciales de gel de silice 60 F2s4. Para el revelado de
las placas se utilizo la radiacion con luz ultravioleta de onda corta de 254 nm utilizando una
ldampara modelo UVG-54, H2SO4 (ac) al 5%, vainillina al 10% en EtOH en presencia de 1% de
H2SO4 o ninhidrina al 0.1% en EtOH.
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1.6.2 Métodos de sintesis, datos fisicos y espectroscdpicos de los compuestos obtenidos

3-O-Bencilestrona (12). A una solucidn de estrona (8) (2.00 g, 7.40 mmol) en CH3CN anhidro
(65 mL) se afiadio K2COs (1.57 g, 11.30 mmol) bajo Ar. La mezcla se mantuvo en agitacion a
t.a. por 1 h, posteriormente se afiadié BnBr (1.1 mL, 9.30 mmol) y se coloc6 a reflujo por 11.5
h. La reaccion se dejo enfriar a t.a., el K.COs se filtr6 y el disolvente se evapor6. El residuo se
disolvié con AcOEt, se lavo con salmuera (2x20 mL), se secd sobre MgSQs anhidro, se filtro y
se evapord a sequedad. El producto se purifico por cromatografia en columna (8:1 hexano-
AcOEt) para obtener el compuesto 12 como un solido blanco (2.64 g, 99%). Los datos fisicos y

espectroscpicos se compararon con los reportados en la bibliografia.®®

BnO

(17S)-Espiro[3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trien-17,2'-oxirano] (13). A una solucion del
compuesto 12 (0.69 g, 1.92 mmol) en DMF anhidra (16 mL) bajo Ar, se afiadieron SMezl (0.63
g, 3.10 mmol) y tBuOK (0.47 g, 4.24 mmol). La reaccion se agité a 0 °C por 10 min y
posteriormente a t.a. por 45 min. Después de este tiempo se afiadié agua fria y el producto se
extrajo con Et,0 (3x15 mL). La fase orgénica se lavo con salmuera (3x20 mL), se seco sobre
MgSO. anhidro, se filtr6 y se concentrd a presion reducida. El producto se purificd por
cromatografia en columna (19:1 hexano-AcOEt) para obtener el compuesto 13 como cristales
blancos (0.68 g, 95%); p.f. 154-156 °C (lit. 155-157 °C)™. [a]3° +45 (c 0.4, CHCI3). IR (cm’
1: 3027 (C-H aromatico), 2919-2862 (C-H alifatico), 1602-1495 (C=C), 1233-1016 (C-O).
RMN H (500 MHz, CDCls) & 7.45 (m, 2H, Ar-Ho), 7.40 (m, 2H, Ar-Hm), 7.34 (m, 1H, Ar-
Hp), 7.21 (d, 1H, J12 = 8.5 Hz, H-1), 6.80 (dd, 1H, J21 = 8.5 Hz, J24 = 2.7 Hz, H-2), 6.75 (d,
1H, J42 = 2.7 Hz, H-4), 5.05 (s, 2H, CH2-Ph), 2.98 (d, 1H, Jgem = 5.1 Hz, CH2a 0Oxirano), 2.90
(m, 2H, H-6), 2.66 (d, 1H, Jgem = 5.1 Hz, CH2y Oxirano), 2.32 (m, 1H, H-11a), 2.24 (m, 1H, H-
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9), 2.06 (m, 1H, H-16a), 1.96 (m, 1H, H-7a), 1.87 (m, 1H, H-16b), 1.86 (m, 1H, H-15a), 1.55
(m, 1H, H-12a), 1.53 (m, 1H, H-8), 1.53 (m, 1H, H-15b), 1.52 (m, 1H, H-14), 1.50 (m, 1H, H-
11b), 1.40 (m, 1H, H-7b), 1.28 (m, 1H, H-12b), 0.94 (s, 3H, H-18). RMN 3C (125.7 MHz,
CDCls) & 156.9 (C-3), 138.1 (C-5), 137.4 (Ar-Cipso), 132.8 (C-10), 128.7 (x2) (Ar-Cm), 128.0
(Ar-Cp), 127.6 (x2) (Ar-Co), 126.4 (C-1), 114.9 (C-4), 112.4 (C-2), 70.7 (C-17), 70.0 (CH,-Ph),
53.8 (CH2 oxirano), 51.9 (C-14), 44.0 (C-9), 40.5 (C-13), 39.0 (C-8), 34.0 (C-12), 29.9 (C-6),
29.2 (C-16), 27.3 (C-7), 26.1 (C-11), 23.4 (C-15), 14.4 (C-18). HRESI-MS calculado para
Co6H3102 ([M+1]"): 375.2319, observado: 375.2311.

BnO

17a-Azidometil-3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trien-17p-ol (14). A una solucion del derivado 13
(1.84 g, 4.90 mmol) en DMF anhidra (50 mL), se afiadieron NaN3 (3.19 g, 49.07 mmol) y H3BO3
(1.28 g, 20.70 mmol) bajo Ar. La reaccion se coloco a reflujo por 4 h, posteriormente se dejo
enfriar y se diluy6 con Et20 (30 mL). La mezcla se lavo con salmuera (4x25 mL), se sec6 sobre
MgSO. anhidro, se filtrd y se concentré a sequedad. El producto se purificd por cromatografia
en columna (19:1 hexano-AcOEt) para dar el compuesto 14 como cristales blancos (1.95 g,
95%); p.f. 92-93 °C (lit. 96-98 °C)™. [a]3° +26 (¢ 1.0, CHCI3). IR (cm™): 3434 (OH), 3020 (C-
H aromatico), 2928-2865 (C-H alifatico), 2093 (N=N=N), 1609-1450 (C=C), 1237-1018 (C-O,
C-N). RMN !H (500 MHz, CDCls) § 7.46 (m, 2H, Ar-Ho), 7.41 (m, 2H, Ar-Hm), 7.35 (m, 1H,
Ar-Hp), 7.22 (d, 1H, J1» = 8.6 Hz, H-1), 6.82 (dd, 1H, J21 = 8.6 Hz, J24 = 2.6 Hz, H-2), 6.75 (d,
1H, J42 = 2.6 Hz, H-4), 5.06 (s, 2H, CH2-Ph), 3.62 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, CH2aN3), 3.32 (d, 1H,
Jgem = 12.1 Hz, CH25N3), 2.89 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.35 (m, 1H, H-11a), 2.19 (m, 1H, H-9),
2.08 (ddd, 1H, Jun = 15.8 Hz, Jun = 9.2 Hz, Jun = 5.8 Hz, H-16a), 1.91 (m, 1H, H-7a), 1.78
(dt, 1H, Jun = 12.5 Hz, Jun = 3.1 Hz, H-12a), 1.74 (m, 1H, H-16b), 1.72 (m, 1H, H-15a), 1.55
(m, 1H, H-11b), 1.53 (m, 1H, H-8), 1.45 (m, 1H, H-15b), 1.42 (m, 1H, H-12b), 1.38 (m, 1H, H-
14), 1.35 (m, 1H, H-7b), 0.95 (s, 3H, H-18). RMN **C (125.7 MHz, CDClI3) § 156.8 (C-3), 138.0
(C-5), 137.3 (Ar-Cipso), 132.6 (C-10), 128.6 (x2) (Ar-Cm), 128.0 (Ar-Cp), 127.5 (x2) (Ar-Co),
126.4 (C-1), 114.8 (C-4), 112.3 (C-2), 83.6 (C-17), 70.0 (CH2Ph), 58.4 (CH2N3), 50.3 (C-14),
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46.2 (C-13), 43.8 (C-9), 39.4 (C-8), 34.8 (C-16), 32.0 (C-12), 29.8 (C-6), 27.5 (C-7), 26.2 (C-
11), 23.3 (C-15), 14.2 (C-18). HRESI-MS calculado para C2sH31N3sNaO, ([M+Na]™): 440.2308,
observado: 440.2298.

HO
17a-Aminometilestra-1,3,5(10)-trieno-3,17B-diol (15). Una solucion del compuesto 14 (0.50
g, 1.21 mmol) en una mezcla 7:3 MeOH-CHCI> (30 mL) fue hidrogenada sobre 10% Pd/C
(0.25g) alatmy at.a. por 25 h. Después de este tiempo el catalizador se filtré sobre Celita®
y el filtrado se concentr6 a sequedad, se disolvié con MeOH y se precipitdé con CHCl,. El
compuesto se filtro y se lavé con Et2O frio para dar el compuesto 15 como un solido blanco
(0.31 g, 86%); p.f. 254 °C (desc) (lit. 242-243 °C)™. [«]3° +48 (c 0.3, MeOH). IR (cm™): 3471
(NH), 3200 (OH), 3060 (C-H aromaético), 2920-2860 (C-H alifatico), 1614 (NH), 1600-1494
(C=C), 1241-1018 (C-0O, C-N). RMN H (500 MHz, CD30D) § 7.07 (d, 1H, J12 = 8.4 Hz, H-
1), 6.54 (dd, 1H, J21 = 8.4 Hz, J24 = 2.6 Hz, H-2), 6.48 (d, 1H, Js2 = 2.6 Hz, H-4), 3.04 (s, 2H,
CH2-NH>), 2.78 (m, 2H, H-6), 2.33 (m, 1H, H-11a), 2.12 (m, 1H, H-9), 1.98 (ddd, 1H, Jun =
14.3 Hz, Jun = 9.2 Hz, Jun = 5.3 Hz, H-16a), 1.88 (m, 1H, H-7a), 1.78 (m, 1H, H-15a), 1.76
(m, 1H, H-16b), 1.74 (m, 1H, H-12a), 1.49 (m, 1H, H-11b), 1.46 (m, 1H, H-15b), 1.45 (m, 1H,
H-8), 1.44 (m, 1H, H-14), 1.40 (m, 1H, H-12b), 1.30 (m, 1H, H-7b), 0.95 (s, 3H, H-18). RMN
13C (125 MHz, CD30D) & 156.0 (C-3), 138.7 (C-5), 132.2 (C-10), 127.2 (C-1), 116.1 (C-4),
113.8 (C-2), 81.9 (C-17), 51.1 (C-14), 47.5 (C-13), 46.7 (CH2-NH>), 44.9 (C-9), 41.1 (C-8),
33.6 (C-16), 32.6 (C-12), 30.6 (C-6), 28.6 (C-7), 27.4 (C-11), 24.2 (C-15), 14.6 (C-18). HRESI-
MS calculado para C1gH2sNO- ([M+1]%): 302.2115, observado: 302.2110.
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HO
(17S)-2’-Oxo-espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17,5'-o0xazolidina] (17) y metil N-
[(3,17B-dihidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17a-il)metil]Jcarbamato (18). A una solucion del
compuesto 15 (0.15 g, 0.51 mmol) en MeOH (20 mL), se afiadieron una solucion saturada
acuosa de NaHCOs (5 mL) y trifosgeno (53 mg, 0.18 mmol) a 0 °C. La suspension se agito
vigorosamente por 15 min a0 °C y posteriormente se filtro. El disolvente se evapord y el residuo
se purifico por cromatografia en columna (7:3 hexano-AcOEt) para dar los compuestos 17 (96
mg, 57%) y 18 (35 mg, 19%) como sélidos blancos. Compuesto 17: p.f. 270 °C (desc). [a]3? -
2 (¢ =0.6, MeOH). IR (cm™): 3371 (NH), 3259 (OH), 2922-2862 (C-H alifatico), 1730 (C=0),
1618-1492 (C=C), 1285-1063 (C-O, C-N). RMN *H (500 MHz, CD30D-CDCl3) § 7.07 (d, 1H,
J12 = 8.4 Hz, H-1), 6.58 (dd, 1H, J21 = 8.4 Hz, J24 = 2.1 Hz, H-2), 6.52 (d, 1H, J42 = 2.1 Hz,
H-4), 3.74 (d, 1H, Jsaab= 9.3 Hz, H-4’a), 3.27 (d, 1H, Ja'ba+a = 9.3 Hz, H-4°b), 2.78 (m, 2H, H-
6a, H-6b), 2.31 (m, 1H, H-11a), 2.27 (m, 1H, H-16a), 2.11 (td, 1H, Jun = 11.2 Hz, Jun = 4.0
Hz, H-9), 1.90 (ddd, 1H, Jun = 14.8 Hz, Jun = 9.4 Hz, Jun = 5.6 Hz, H-16b), 1.85 (m, 1H, H-
7a), 1.73 (m, 1H, H-15a), 1.69 (m, 1H, H-12a), 1.51 (M, 1H, H-12b), 1.47 (m, 1H, H-11b), 1.43
(m, 1H, H-15b), 1.42 (m, 1H, H-8), 1.28 (m, 1H, H-7h), 1.18 (m, 1H, H-14), 0.94 (s, 3H, H-18).
RMN 3C (125.7 MHz, CD30D-CDCl3) § 160.4 (C-2°), 154.2 (C-3), 137.4 (C-5), 130.5 (C-10),
126.0 (C-1), 114.8 (C-4), 112.4 (C-2), 92.5 (C-17), 49.2 (C-4’), 47.9 (C-14), 45.3 (C-13), 43.1
(C-9), 38.8 (C-8), 34.9 (C-16), 30.7 (C-12), 29.1 (C-6), 26.8 (C-7), 25.6 (C-11), 21.8 (C-15),
13.7 (C-18). HRESI-MS calculado para CaoH2sNNaOs ([M+Na]*): 350.1726, observado:
350.1724. Compuesto 18: p.f. 164-166 °C. [a]3® +49 (c 0.5, MeOH). IR (cm™): 3292 (OH),
2920-2870 (C-H alifatico), 1700 (C=0), 1602-1523 (C=C), 1212-1058 (C-O, C-N). RMN *H
(500 MHz, CDs0D) 6 7.07 (d, 1H, J12 = 8.4 Hz, H-1), 6.54 (dd, 1H, J21 = 8.4 Hz, Jo.4 = 2.6 Hz,
H-2),6.48 (d, 1H, J42 = 2.6 Hz, H-4), 3.66 (s, 3H, OCH?3), 3.36 (d, 1H, Jgem = 13.6 Hz, CH2aNH),
3.18 (dd, 1H, Jgem = 13.6 Hz, Jun = 1.1 Hz, CH2NH), 2.77 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.29 (m, 1H,
H-11a), 2.12 (m, 1H, H-9), 1.91 (ddd, 1H, Ju+ = 16.1 Hz, J4n = 9.6 Hz, Jn 1 = 6.6 Hz, H-16a),
1.87 (m, 1H, H-7a), 1.70 (m, 1H, H-12a), 1.69 (m, 1H, H-15a), 1.59 (m, 1H, H-16b), 1.49 (m,
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1H, H-14), 1.48 (m, 1H, H-12b), 1.46 (m, 1H, H-11b), 1.45 (m, 1H, H-8), 1.39 (m, 1H, H-15b),
1.30 (m, 1H, H-7b), 0.91 (s, 3H, H-18). RMN 3C (125.7 MHz, CD;0D) & 160.3 (C=0), 155.9
(C-3), 138.8 (C-5), 132.5 (C-10), 127.2 (C-1), 116.1 (C-4), 113.7 (C-2), 84.2 (C-17), 52.7
(OCHs), 51.2 (C-14), 48.2 (CH2NH), 47.3 (C-13), 45.1 (C-9), 41.2 (C-8), 33.5 (C-16), 32.6 (C-
12), 30.7 (C-6), 28.7 (C-7), 27.5 (C-11), 24.2 (C-15), 14.8 (C-18). HRESI-MS calculado para
C21H20NNaO4 ([M+Na]*): 382.1989, observado: 382.1987.

Procedimiento general para la sintesis de tioureas esteroidales 19

A una solucién del compuesto 15 (0.25 g, 0.83 mmol) en MeOH (15 mL) se afiadieron el
isotiocianato correspondiente (1.0 mmol) y EtsN (50 uL, 0.36 mmol). La mezcla se agito durante
el tiempo y a la temperatura indicados en cada caso, posteriormente el disolvente se evaporo a
sequedad. El residuo se purifico por cromatografia en columna para dar los compuestos 19a-c

como aceites incoloros.

17a-[(3’-Butiltioureido)metil]estra-1,3,5(10)-trieno-3,17B-diol (19a). Se utilizo isotiocianato
de butilo (0.12 mL) y la reaccidn se llevd a cabo por 4 h a 45 °C. La cromatografia en columna
(hexano — 7:3 hexano-AcOEt) permiti6 obtener el derivado 19a (0.23 g, 66%). [a]3° +34 (c
0.4, acetona). IR (cm™): 3286 (OH), 2928-2872 (C-H alifatico), 1551-1498 (C-NH), 1250
(C=S), 1215-1024 (C-O, C-N). RMN H (500 MHz, acetona-ds) & 7.20 (sa, 1H, NH), 7.04 (d,
1H, Ji12 = 8.4 Hz, H-1), 6.77 (sa, 1H, NH), 6.56 (dd, 1H, J2.1 = 8.4 Hz, J24 = 2.6 Hz, H-2), 6.49
(d, 1H, Js2 = 2.6 Hz, H-4), 3.88 (sa, 1H, CH22NH), 3.49 (sa, 1H, CH2,NH), 3.48 (m, 2H, NH-
CH2-CH>), 2.72 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.24 (m, 1H, H-11a), 2.05 (m, 1H, H-9), 1.95 (m, 1H, H-
16a), 1.82 (m, 1H, H-7a), 1.65 (m, 1H, H-12a), 1.62 (m, 1H, H-15a), 1.59 (m, 1H, H-16b), 1.51
(m, 2H, NH-CH2-CHy), 1.47 (m, 1H, H-14), 1.46 (m, 1H, H-12b), 1.39 (m, 1H, H-8), 1.37 (m,
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1H, H-11b), 1.32 (m, 2H, CH2-CHs), 1.31 (m, 1H, H-15b), 1.24 (m, 1H, H-7b), 0.88 (s, 3H, H-
18), 0.88 (t, 3H, Jun = 7.4 Hz, CH,-CHs). RMN C (125.7 MHz, acetona-ds) & 184.5 (C=S),
155.9 (C-3), 138.3 (C-5), 131.9 (C-10), 127.0 (C-1), 115.9 (C-4), 113.5 (C-2), 83.9 (C-17),51.4
(CH2NH), 50.5 (C-14), 46.9 (C-13), 44.8 (NH-CH2-CH?>), 44.5 (C-9), 40.7 (C-8), 34.3 (C-16),
32.3 (C-12), 32.1 (NH-CH2-CHy), 30.3 (C-6), 28.3 (C-7), 27.1 (C-11), 24.0 (C-15), 20.7 (CH2-
CHa), 14.7 (C-18), 14.1 CH,-CHa3). FAB-MS m/z 417 ([M+H]*, 36%); HRFAB-MS calculado
para C22H37N20.S ([M+H]"): 417.2570, observado: 417.2574.

5.,

HO
o~

HO

17a-[(3’-Ciclohexiltioureido)metil]estra-1,3,5(10)-trieno-3,17p-diol  (19b). Se utiliz6
isotiocianato de ciclohexilo (0.14 mL) y la reaccion se llevd a cabo por 22 h a ta. La
cromatografia en columna (alimina, hexano — 4:1 hexano-AcOEt) permitio obtener el derivado
19b (0.27 g, 73%). [a]2° +28 (¢ 0.1, acetona). IR (cm™): 3293 (OH), 2930-2855 (C-H alifatico),
1609-1449 (C=C), 1546-1498 (C-NH), 1252 (C=S), 1225-1020 (C-O, C-N). RMN *H (500
MHz, acetona-ds) 6 7.96 (sa, 1H, NH), 7.05 (d, 1H, J1» = 8.5 Hz, H-1), 6.72 (sa, 1H, NH), 6.55
(dd, 1H, J2.1 = 8.5 Hz, Jo4 = 2.6 Hz, H-2), 6.49 (d, 1H, Ja2 = 2.6 Hz, H-4), 4.10 (sa, 1H, H-1""),
3.92 (sa, 1H, CH22NH), 3.47 (d, 1H, Jgem = 11.4 Hz, CH2,NH), 2.73 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.25
(m, 1H, H-11a), 2.08 (m, 1H, H-9), 1.96 (m, 2H, H-2""a, H-6""a), 1.95 (m, 1H, H-16a), 1.82 (m,
1H, H-7a), 1.67 (m, 2H, H-3a, H-5"’a), 1.65 (m, 1H, H-12a), 1.63 (m, 1H, H-15a), 1.58 (m,
1H, H-16b), 1.55 (m, 1H, H-4'a), 1.49 (m, 1H, H-12b), 1.49 (m, 1H, H-14), 1.40 (m, 1H, H-8),
1.39 (m, 1H, H-11b), 1.32 (m, 1H, H-15b), 1.31 (m, 2H, H-3"’b, H-5"’b), 1.26 (m, 1H, H-7b),
1.19 (m, 2H, H-2"’b, H-6’"b), 1.15 (m, 1H, H-4’’b), 0.88 (s, 3H, H-18). RMN *C (125.7 MHz,
acetona-ds) 6 183.6 (C=S), 155.9 (C-3), 138.4 (C-5), 132.0 (C-10), 127.0 (C-1), 115.9 (C-4),
113.6 (C-2), 84.0 (C-17), 53.3 (C-1"), 51.3 (CH2NH), 50.6 (C-14), 46.9 (C-13), 44.5 (C-9),
40.7 (C-8), 34.3 (C-16), 33.5 (C-2’ 0 C-6"’),33.5(C-2> 0 C-6"), 32.3 (C-12), 30.3 (C-6), 28.3
(C-7), 27.1 (C-11), 26.3 (C-4"’), 25.6 (x2) (C-3”’, C-5"7), 24.0 (C-15), 14.7 (C-18). FAB-MS
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m/z 443 ([M+H]*, 15%); HRFAB-MS calculado para CzsH3sN20,S ([M+H]*: 443.2727,
observado: 443.2709.

HO

17a-[(3’-Feniltioureido)metil]estra-1,3,5(10)-trieno-3,17B-diol (19c¢). Se utilizo isotiocianato
de fenilo (0.12 mL) y la reaccidn se llevo a cabo por 3 h a t.a. La cromatografia en columna
(hexano — 7:3 hexano-AcOEt) permitio obtener el derivado 19¢ (0.31 g, 86%). [a]3° +32 (c
0.9, acetona). IR (cm™): 3304 (OH), 2921-2873 (C-H alifatico), 1596-1449 (C=C), 1541-1496
(C-NH), 1246 (C=S), 1227-1022 (C-O, C-N). RMN H (500 MHz, acetona-ds) & 9.11 (sa, 1H,
NH), 7.43 (d, 2H, Jom = 7.4 Hz, Ar-Ho), 7.34 (t, 2H, Jun = 7.4 Hz, Ar-Hm), 7.14 (m, 1H, Ar-
Hp), 7.11 (sa, 1H, NH), 7.05 (d, 1H, J12 = 8.4 Hz, H-1), 6.57 (dd, 1H, J21 = 8.4 Hz, J24 = 2.6
Hz, H-2), 6.50 (d, 1H, Ja2 = 2.6 Hz, H-4), 4.01 (sa, 1H, CH22NH), 3.58 (dd, 1H, Jgem = 13.3 Hz,
Jup = 2.5 Hz, CHauNH), 2.72 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.25 (m, 1H, H-11a), 2.07 (td, 1H, Jun =
11.4 Hz, Jupn = 4.4 Hz, H-9), 1.96 (m, 1H, H-16a), 1.82 (m, 1H, H-7a), 1.66 (m, 1H, H-15a),
1.65 (m, 1H, H-12a), 1.64 (m, 1H, H-16b), 1.50 (m, 1H, H-14), 1.49 (m, 1H, H-12b), 1.39 (m,
1H, H-8), 1.38 (m, 1H, H-11b), 1.34 (m, 1H, H-15b), 1.26 (m, 1H, H-7b), 0.88 (s, 3H, H-18).
RMN 13C (125.7 MHz, acetona-ds) & 181.9 (C=S), 155.8 (C-3), 139.3 (Ar-Cipso), 138.3 (C-5),
131.9 (C-10), 130.0 (x2) (Ar-Cm), 127.0 (C-1), 126.0 (Ar-Cp), 124.5 (x2) (Ar-Co), 115.9 (C-
4), 113.5 (C-2), 83.7 (C-17), 51.9 (CH2NH), 50.5 (C-14), 46.9 (C-13), 44.4 (C-9), 40.6 (C-8),
34.5 (C-16), 32.4 (C-12), 30.3 (C-6), 28.2 (C-7), 27.0 (C-11), 23.9 (C-15), 14.6 (C-18). FAB-
MS m/z 437 ([M+H]*, 23%); HRFAB-MS calculado para C2sH33N202S ([M+H]*): 437.2257,
observado: 437.2241.
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Procedimiento general para la sintesis de isoureas espiranicas esteroidales 20

A una solucion de la correspondiente tiourea 19 (0.25 mmol) en MeOH o THF anhidros (10
mL) se afiadié HgO amarillo (4.50 mmol para los compuestos 19a,b y 2.25 mmol para el
compuesto 19c¢) bajo Ar. La mezcla se agit6 a t.a. y en oscuridad durante el tiempo indicado en
cada caso, se filtr6 sobre Celita® y se evapord a sequedad. El residuo se purificé por
cromatografia en columna y posteriormente se lavo con Et2O frio para dar los compuestos 20a-

€ como aceites incoloros.

(17S)-2’-n-Butilamino-espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17,5'-o0xazolina]  (20a). Se
utilizo la tiourea 19a (0.10 g) y la reaccion se llevé a cabo por 4 dias. La cromatografia en
columna (CH.Cl; — 5:1 CH2Cl,-MeOH) permitié obtener el derivado 20a (64 mg, 68%). [a]3°
-10 (c 0.4, CHCIs). IR (cm™): 3231 (OH), 2928-2867 (C-H alifatico), 1654 (C=N), 1600-1449
(C=C), 1242-1060 (C-O, C-N). RMN *H (500 MHz, CDCls3) § 7.08 (d, 1H, J1> = 8.4 Hz, H-1),
6.79 (sa, 1H, NH), 6.70 (dd, 1H, J2,1 = 8.4 Hz, J24 = 2.2 Hz, H-2), 6.62 (d, 1H, J42 = 2.2 Hz, H-
4),3.91 (d, 1H, Jsaab = 11.7 Hz, H-4’a), 3.42 (d, 1H, Japaa = 11.7 Hz, H-4’b), 3.21 (m, 2H, H-
1), 2.79 (m, 2H, H-6), 2.30 (m, 1H, H-16a), 2.27 (m, 1H, H-11a), 2.04 (m, 1H, H-9), 1.89
(ddd, 1H, Jun = 14.7 Hz, Inn = 9.4 Hz, Jun = 5.6 Hz, H-16b), 1.84 (m, 1H, H-7a), 1.71 (m,
1H, H-15a), 1.58 (m, 1H, H-12a), 1.53 (m, 2H, H-2""), 1.47 (m, 1H, H-12b), 1.46 (m, 1H, H-
11b), 1.42 (m, 1H, H-15b), 1.41 (m, 1H, H-8), 1.34 (m, 2H, H-3>), 1.27 (m, 1H, H-7b), 1.09
(m, 1H, H-14), 0.91 (s, 3H, H-18), 0.89 (t, 3H, J4~3~= 7.4 Hz, H-4>"). RMN 3C (125.7 MHz,
CDCls) 6 161.1 (C-2), 155.4 (C-3), 137.8 (C-5), 130.5 (C-10), 126.3 (C-1), 115.8 (C-4), 113.3
(C-2), 97.6 (C-17), 57.5 (C-4’), 48.4 (C-14), 45.6 (C-13), 43.5 (C-9), 42.5 (C-1""), 39.2 (C-8),
35.1 (C-16), 31.9 (C-2""), 31.1 (C-12), 29.7 (C-6), 27.3 (C-7), 26.0 (C-11), 22.3 (C-15), 19.9
(C-3""), 14.5 (C-18), 13.8 (C-4’"). FAB-MS m/z 383 ([M+H]*, 80%); HRFAB-MS calculado
para C2sH3sN20, ([M+1]%): 383.2693, observado: 383.2700.
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HO

(17S)-2’-Ciclohexilamino-espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17,5'-o0xazolina] (20b). Se
utilizé la tiourea 19b (0.11 g) y la reaccion se llevo a cabo por 7 dias. La cromatografia en
columna (CH2Cl> — 20:1 CH2Cl2-Isopropanol) permiti6 obtener el derivado 20b (95 mg, 92%).
[a]3° -19 (c 0.7, CHCI5). IR (cm™): 3284 (OH), 2924-2854 (C-H alifatico), 1653 (C=N), 1600-
1448 (C=C), 1240-1016 (C-O, C-N). RMN H (500 MHz, CDCls3) § 7.10 (d, 1H, J12 = 8.5 Hz,
H-1), 6.68 (dd, 1H, J21 = 8.5 Hz, J24= 2.2 Hz, H-2), 6.61 (d, 1H, J42 = 2.2 Hz, H-4), 3.93 (d,
1H, Jyaas = 12.2 Hz, H-4’a), 3.41 (d, 1H, Japaa = 12.2 Hz, H-4b), 3.41 (m, 1H, H-1""), 2.80
(m, 2H, H-6), 2.29 (m, 1H, H-11a), 2.28 (m, 1H, H-16a), 2.10 (td, 1H, Jux = 10.7 Hz, Jun =
3.0 Hz, H-9), 1.97 (m, 2H, H-2""a, H-6"a), 1.86 (m, 1H, H-16b), 1.85 (m, 1H, H-7a), 1.70 (m,
1H, H-153a), 1.67 (m, 2H, H-3"’a, H-5""a), 1.59 (m, 1H, H-12a), 1.57 (m, 1H, H-4"a), 1.54 (m,
1H, H-12b), 1.46 (m, 1H, H-11b), 1.42 (m, 1H, H-8), 1.40 (m, 1H, H-15b), 1.29 (m, 3H, H-7b,
H-3"’b, H-5""b), 1.15 (m, 1H, H-14), 1.13 (m, 3H, H-4>’b, H-2"’b, H-6""b), 0.92 (s, 3H, H-18).
RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) § 160.2 (C-2"), 155.6 (C-3), 137.8 (C-5), 130.6 (C-10), 126.4
(C-1), 115.9 (C-4), 113.4 (C-2), 96.2 (C-17), 59.7 (C-4’), 51.5 (C-1""), 48.4 (C-14), 45.5 (C-
13), 43.6 (C-9), 39.3 (C-8), 35.2 (C-16), 33.7 (C-2"> 0 C-6""), 33.6 (C-2 0 C-6), 31.2 (C-12),
29.8 (C-6), 27.3 (C-7), 26.2 (C-11), 25.6 (C-4""), 24.8 (x2) (C-3"*, C-5""), 22.3 (C-15), 14.6 (C-
18). FAB-MS m/z 409 ([M+H]", 100%); HRFAB-MS calculado para Cz6H37N202 ([M+H]):
409.2850, observado: 409.2813.
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(17S)-2’-Fenilamino-espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17,5'-0xazolina] (20c). Se utilizo
la tiourea 19c (0.11 g) y la reaccidn se llevd a cabo por 21 h. La cromatografia en columna
(CH2Cl, — 20:1 CH,Cl.-Isopropanol) permitié obtener el derivado 20c (96 mg, 96%). [a]2°
+22 (c 0.2, CHCIs). IR (cm™): 3280 (OH), 2923-2871 (C-H alifatico), 1656 (C=N), 1592-1447
(C=C), 1224-1062 (C-O, C-N). RMN *H (500 MHz, CDCls3) & 7.20 (m, 4H, Ar-Ho, Ar-Hm),
7.02 (d, 1H, J12 = 8.5 Hz, H-1), 6.93 (m, 1H, Ar-Hp), 6.59 (dd, 1H, J21 = 8.5 Hz, Jo4 = 1.9 Hz,
H-2), 6.51 (d, 1H, Ja2 = 1.9 Hz, H-4), 5.54 (sa, 1H, NH), 3.83 (d, 1H, Jsa4» = 11.0 Hz, H-4’a),
3.34 (dd, 1H, Jsbaa = 11.0 Hz, H-4b), 2.72 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.28 (ddd, 1H, Jisa16o = 14.8
Hz, Jian = 12.6 Hz, Jigap = 3.5, H-16a), 2.21 (m, 1H, H-11a), 2.04 (m, 1H, H-9), 1.84 (ddd,
1H, Jieb,16a = 14.8 Hz, J1eb,H = 9.4 Hz, Jien,n = 5.8 Hz, H-16b), 1.79 (m, 1H, H-7a), 1.66 (m, 1H,
H-15a), 1.62 (m, 1H, H-12a), 1.45 (m, 1H, H-12b), 1.41 (m, 1H, H-11b), 1.37 (m, 2H, H-15b,
H-8), 1.23 (m, 2H, H-7b, OH), 1.11 (m, 1H, H-14), 0.90 (s, 3H, H-18). RMN 3C (125.7 MHz,
CDClIs) 8 157.3 (C-2), 154.5 (C-3), 138.0 (C-5), 131.3 (C-10), 129.1 (x3) (Ar-C), 126.5 (C-1),
122.8 (Ar-Cp), 120.5 (x2) (Ar-C), 115.7 (C-4), 113.2 (C-2), 96.4 (C-17), 56.3 (C-4°), 48.7 (C-
14), 45.7 (C-13), 43.6 (C-9), 39.2 (C-8), 35.2 (C-16), 31.4 (C-12), 29.7 (C-6), 27.3 (C-7), 26.1
(C-11), 22.4 (C-15), 14.7 (C-18). FAB-MS m/z 403 ([M+H]*, 28%); HRFAB-MS calculado
para C26Hz1N202 ([M+H]*): 403.2380, observado: 403.2376.

(17S)-Espiro[5a-androstan-17,2*-oxiran]-3p-ol (23). A una solucion de SMesl (2.30 g, 11.27
mmol) en DMF anhidra (10 mL) se afiadio NaH (1.0 g, 25 mmol, 60% en aceite mineral) bajo
Ar. Lamezcla se agitd por 20 min a t.a., posteriormente se enfrio a 0 °C y se afiadio una solucion

de trans-androsterona (22) (1.0 g, 3.44 mmol) en DMF anhidra (10 mL). La mezcla se agitd a0
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°C por 15 min y a t.a. por 6 h. Pasado este tiempo, se enfrié a 0 °C y se afiadié cuidadosamente
MeOH y H-0, la mezcla se diluy6 con AcOEt y se separo la fase orgénica, se lavo con salmuera
(4%10 mL), se secd sobre MgSOg4 anhidro, se filtrd y se concentro a sequedad. El residuo se
purificd por cromatografia en columna (9:1 hexano-AcOEt) para dar el derivado 23 como un
sélido blanco (0.74 g, 71%); p.f. 165-167 °C. IR (cm™): 3452 (OH), 2917-2850 (C-H alifatico),
1033 (C-0). RMN *H (500 MHz, CDCls) & 3.54 (m, 1H, H-3), 2.86 (d, 1H, Jgem = 5.1 Hz, CH2a
oxirano), 2.56 (d, 1H, Jgem = 5.1 Hz, CHyp, oxirano), 1.94 (ddd, 1H, Jun = 14.2 Hz, Jun = 11.7
Hz, Jun = 2.0 Hz, H-16a), 1.76 (m, 1H, H-2a), 1.75 (m, 1H, H-16b), 1.69 (m, 1H, H-7a), 1.67
(m, 1H, H-153a), 1.66 (m, 1H, H-1a), 1.53 (m, 1H, H-4a), 1.52 (m, 1H, H-11a), 1.42 (m, 1H, H-
8), 1.36 (m, 1H, H-2b), 1.35 (m, 1H, H-15b), 1.33 (m, 1H, H-12a), 1.25 (m, 3H, H-4b, H-6a, H-
6b), 1.23 (m, 1H, H-11b), 1.20 (m, 1H, H-14), 1.07 (m, 1H, H-5), 0.98 (m, 1H, H-12b), 0.92
(m, 1H, H-1b), 0.87 (m, 1H, H-7b), 0.83 (s, 3H, H-18), 0.78 (s, 3H, H-19), 0.62 (ddd, 1H, JnH
=12.3 Hz, Jun = 10.7 Hz, Jun = 4.1 Hz, H-9). RMN 3C (125.7 MHz, CDCl3) § 71.4 (C-3),
70.7 (C-17), 54.5 (C-9), 53.8 (CH2 oxirano), 53.0 (C-14), 45.0 (C-5), 40.3 (C-13), 38.3 (C-4),
37.1(C-1), 35.8 (C-8), 35.7 (C-10), 34.1 (C-12), 31.6 (x2) (C-2, C-7), 29.2 (C-16), 28.7 (C-6),
23.7 (C-15), 20.7 (C-11), 14.5 (C-18), 12.4 (C-19). EI-MS m/z 304 ([M]*, 14%); HREI-MS
calculado para C20Hz202 ([M]7): 304.2397, observado: 304.2406.

17a-Azidometil-5a-androstano-3@,17B-diol (24). A una solucién de 23 (0.94 g, 3.09 mmol)
en DMF anhidra (28 mL), se afiadieron NaNsz (1.99 g, 30.61 mmol) y H3BOz3 (0.80 g, 12.94
mmol) bajo Ar. La reaccion se colocé a reflujo por 2 h, posteriormente se dejé enfriar y se diluyé
con AcOEt (15 mL). La mezcla se lavé con salmuera (4x20 mL), se secd sobre MgSOs anhidro,
se filtr6 y se concentrd a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en columna (4:1
hexano-AcOEt) para dar el derivado 24 como un sélido blanco (1.07 g, cuant.); p.f. 175-177 °C.
[a]3® -13 (c 0.2, CHCIs). IR (cm™): 3411, 3327 (OH), 2940-2847 (C-H alifatico), 2107
(N=N=N), 1318, 1036 (C-O, C-N). RMN *H (500 MHz, CDCls) & 3.57 (m, 1H, H-3), 3.52 (dd,
1H, Jgem = 12.1 Hz, Jun = 1.3 Hz, CH2aN3), 3.23 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, CH2,N3), 1.97 (ddd,
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1H, Jun = 14.7 Hz, Jup = 9.7 Hz, Jupn = 7.0 Hz, H-16a), 1.79 (m, 1H, H-2a), 1.70 (m, 1H, H-
1a), 1.66 (m, 1H, H-7a), 1.65 (m, 1H, H-16b), 1.59 (m, 1H, H-12a), 1.58 (m, 1H, H-11a), 1.56
(m, 2H, H-15a, H-4a), 1.45 (m, 1H, H-8), 1.39 (m, 1H, H-2b), 1.30 (m, 1H, H-11b), 1.29 (m,
1H, H-15b), 1.28 (m, 1H, H-4b), 1.27 (m, 2H, H-6), 1.15 (m, 1H, H-12b), 1.10 (m, 1H, H-14),
1.08 (m, 1H, H-5), 0.95 (td, 1H, Jun = 13.5 Hz, Jun = 3.8 Hz, H-1b), 0.87 (s, 3H, H-18), 0.83
(m, 1H, H-7b), 0.81 (s, 3H, H-19), 0.59 (ddd, 1H, Junx = 12.3 Hz, Jun = 10.8 Hz, Jux = 4.0 Hz,
H-9). RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) & 83.6 (C-17), 71.3 (C-3), 58.5 (CH2N3), 54.3 (C-9), 51.4
(C-14), 46.1 (C-13), 45.0 (C-5), 38.2 (C-4), 37.1 (C-1), 36.3 (C-8), 35.7 (C-10), 34.8 (C-16),
32.1(C-12), 31.9 (C-7), 31.6 (C-2), 28.6 (C-6), 23.7 (C-15), 20.9 (C-11), 14.3 (C-18), 12.4 (C-
19). HRFAB-MS calculado para C20Hs2N3O2 ([M-H]"): 346.2489, observado: 346.2491.

HO

17a-Aminometil-5a-androstano-3p,178-diol (25). Una solucion del compuesto 24 (1.07 g,
3.08 mmol) en una mezcla 7:3 MeOH-CHClI> (60 mL), se hidrogend sobre 20% Pd(OH)./C
(0.64 g) alatmyat.a. por 3 h. La mezcla se filtré sobre Celita® y el filtrado se concentr6 a
sequedad. El residuo se lavo con AcOEt frio para dar el producto 25 como un solido blanco
(0.97 g, 98%); p.f. 260 °C (desc). [a]2® +11 (¢ 0.2, MeOH). IR (cm™): 3288 (OH), 2921-2862
(C-H alifatico), 1612 (NH), 1037 (C-O, C-N). RMN !H (500 MHz, CD3OD-CDCl3) & 3.51 (m,
1H, H-3), 2.97 (dd, 1H, Jgem = 12.6 Hz, Jun = 1.2 Hz, CH2aNH>), 2.92 (d, 1H, Jgem = 12.6 Hz,
CH2sNHy), 1.90 (ddd, 1H, Jux = 16.1 Hz, Jnn = 9.5 Hz, Jun = 6.6 Hz, H-16a), 1.76 (m, 1H, H-
2a), 1.71 (m, 1H, H-1a), 1.70 (m, 1H, H-7a), 1.69 (m, 1H, H-16b), 1.66 (m, 1H, H-15a), 1.62
(m, 1H, H-11a), 1.61 (m, 1H, H-12a), 1.52 (m, 1H, H-4a), 1.49 (m, 1H, H-8), 1.39 (m, 1H, H-
2b), 1.37 (m, 1H, H-15b), 1.35 (m, 1H, H-11b), 1.28 (m, 2H, H-6), 1.27 (m, 1H, H-4b), 1.14
(m, 1H, H-12b), 1.10 (m, 1H, H-5), 0.97 (td, 1H, Jnn = 14.0 Hz, Jun = 4.1 Hz, H-1b), 0.89 (s,
3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.65 (td, 1H, Jun = 11.7 HZ, Ju 1 = 3.9 Hz, H-9). RMN 13C (125.7
MHz, CDsOD-CDClIs) 6 81.6 (C-17), 71.5 (C-3), 55.2 (C-9), 52.0 (C-14), 47.0 (C-13), 46.4
(CH2NH?>), 45.9 (C-5), 38.5 (C-4), 37.9 (C-1), 37.3 (C-8), 36.4 (C-10), 33.3 (C-16), 32.6 (C-7),
32.4 (C-12), 31.7 (C-2), 29.5 (C-6), 24.3 (C-15), 21.7 (C-11), 14.5 (C-18), 12.7 (C-19). FAB-
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MS m/z 322 ([M+H]*, 32%); HRFAB-MS calculado para C2oH3sNO2 ([M+H]*): 322.2741,
observado: 322.2749.

HO

(17S)-2-Oxo-espiro[3p-hidroxi-5a-androstan-17,5'-oxazolidina] (27) y metil N-[(33,17pB-
dihidroxi-5a-androstan-17a-il)metil]Jcarbamato (28). A una solucién del compuesto 25 (0.10
g, 0.31 mmol) en una mezcla MeOH-CHClI> (2:1, 15 mL) se afiadieron una solucion saturada
acuosa de NaHCOs (5 mL) y trifosgeno (37 mg, 0.12 mmol) a 0 °C. La suspension se agito
vigorosamente por 25 min a 0 °C, posteriormente se filtrd y el disolvente se evapor6. El residuo
se purifico por cromatografia en columna (1:1 hexano-AcOEt) para dar los derivados 27 (56
mg, 52%) y 28 (29 mg, 25%) como sélidos blancos. Compuesto 27: p.f. 220 °C (desc). [a]3? -
28 (c 0.4, MeOH). IR (cm™): 3427 (NH), 3200 (OH), 2925-2854 (C-H alifatico), 1729 (C=0),
1284-1045 (C-O, C-N). RMN *H (500 MHz, CD30D-CDCls) § 3.57 (d, 1H, Jaa.4 = 9.1 Hz, H-
4a), 3.42 (m, 1H, H-3), 3.11 (d, 1H, Jsbaa = 9.1 Hz, H-4’b), 2.14 (ddd, 1H, Ji6a160 = 14.9 Hz,
Jiean = 12.8 Hz, J16aH = 3.7 Hz, H-16a), 1.73 (ddd, 1H, J16p,16a = 14.9 Hz, Jieb,H = 9.3 HZ, J16b,H
= 5.8 Hz, H-16b), 1.65 (m, 1H, H-2a), 1.59 (m, 1H, H-1a), 1.57 (m, 1H, H-7a), 1.52 (m, 1H, H-
15a), 1.49 (m, 1H, H-11a), 1.47 (m, 1H, H-12a), 1.42 (m, 1H, H-4a), 1.32 (m, 1H, H-8), 1.27
(m, 1H, H-2b), 1.23 (m, 1H, H-15b), 1.18 (m, 1H, H-11b), 1.18 (m, 1H, H-12b), 1.16 (m, 2H,
H-6a, H-6b), 1.15 (m, 1H, H-4b), 0.97 (m, 1H, H-5), 0.84 (m, 1H, H-14), 0.83 (m, 1H, H-1b),
0.80 (s, 3H, H-18), 0.74 (m, 1H, H-7b), 0.69 (s, 3H, H-19), 0.49 (m, 1H, H-9). RMN 3C (125.7
MHz, CDs0D-CDCls) 8 160.4 (C-2"), 92.8 (C-17), 70.6 (C-3), 53.9 (C-9), 49.4 (C-4"), 49.3 (C-
14), 45.3 (C-13), 44.7 (C-5), 37.5 (C-4), 36.9 (C-1), 35.7 (C-8), 35.4 (C-10), 35.3 (C-16), 31.4
(C-7), 31.0 (C-12), 30.8 (C-2), 28.3 (C-6), 22.4 (C-15), 20.4 (C-11), 14.2 (C-18), 12.1 (C-19).
FAB-MS m/z 348 ([M+H]", 17%); HRFAB-MS calculado para C21H3zNOs ([M+H]"):
348.2533, observado: 348.2541. Compuesto 28: p.f. 75-77 °C. [a]3° -3 (c 0.1, CHCIs). IR (cm"
1): 3404 (OH), 2920-2851 (C-H alifatico), 1702 (C=0), 1038 (C-O, C-N). RMN H (500 MHz,
CDCls) 6 5.19 (m, 1H, NH), 3.66 (s, 3H, OCHa), 3.58 (m, 1H, H-3), 3.31 (dd, 1H, Jgem = 13.4
Hz, J = 8.1 Hz, CH2:NH), 3.18 (d, 1H, Jgem = 13.4 Hz, CH2,NH2), 1.90 (ddd, 1H, Jun = 14.1
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Hz, Jun = 9.9 Hz, Jun = 6.8 Hz, H-16a), 1.79 (m, 1H, H-2a), 1.68 (td, 1H, Jun = 13.2 Hz, Jun
= 3.4 Hz, H-1a), 1.64 (m, 1H, 7a), 1.56 (m, 1H, H-15a), 1.56 (m, 1H, H-11a), 1.54 (m, 1H, H-
43), 1.52 (m, 1H, H-12a), 1.48 (m, 1H, H-16b), 1.42 (m, 1H, H-8), 1.38 (m, 1H, H-2b), 1.28 (m,
1H, H-11b), 1.27 (m, 1H, H-4b), 1.25 (m, 2H, H-6a, H-6b), 1.23 (m, 1H, H-15b), 1.22 (m, 1H,
H-12b), 1.21 (m, 1H, H-14), 1.08 (m, 1H, H-5), 0.95 (td, 1H, Jun = 13.2 Hz, Jun = 3.6 Hz, H-
1b), 0.84 (m, 1H, H-7b), 0.84 (s, 3H, H-18), 0.80 (s, 3H, H-19), 0.61 (td, 1H, Jun = 11.2 Hz,
Jun = 4.1 Hz, H-9). RMN 13C (125.7 MHz, CDCls) § 158.1 (C=0), 83.6 (C-17), 71.3 (C-3),
54.2 (C-9), 52.4 (OCHs3), 50.8 (C-14), 47.1 (CH2NH), 45.8 (C-13), 44.9 (C-5), 38.2 (C-4), 37.1
(C-1), 36.4 (C-8), 35.6 (C-10), 34.2 (C-16), 31.8 (C-7), 31.7 (C-12), 31.5 (C-2), 28.7 (C-6), 23.6
(C-15), 20.9 (C-11), 14.2 (C-18), 12.4 (C-19). FAB-MS m/z 380 ([M+H]*, 13%); HRFAB-MS
calculado para C22HzsNO4 ([M+H]™): 380.2796, observado: 380.2795.

Procedimiento general para la sintesis de tioureas esteroidales 29

A una solucién del derivado 25 (0.20 g, 0.62 mmol) en MeOH (10 mL) fueron afadidos el
correspondiente isotiocianato (0.75 mmol) y EtsN (50 pL, 0.36 mmol). La mezcla se agitd
durante el tiempo y a la temperatura indicados en cada caso, posteriormente el disolvente se
evaporé a sequedad. El residuo se purificé por cromatografia en columna para dar los

compuestos 29a-c como sélidos blancos.

17a-[(3’-Butiltioureido)metil]-5a-androstano-3p,17B-diol (29a). Se utilizé isotiocianato de
butilo (90 uL) y la reaccion se llevo a cabo por 3 dias a 45 °C. La cromatografia en columna
(3:2 hexano-AcOEt) permitié obtener el derivado 29a (0.20 g, 74%); p.f. 134-136 °C. [a]2° -7
(c 1.0, MeOH). IR (cm™): 3279 (OH), 2929-2857 (C-H alifatico), 1551 (C-NH), 1522, 1348,
1037 (C-O, C-N). RMN 'H (500 MHz, CDs0D) & 3.96 (sa, 1H, CH2aNH), 3.52 (m, 1H, H-3),
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3.48 (m, 2H, NH-CH,-CHy), 3.34 (sa, 1H, CH2,NH), 1.89 (m, 1H, H-16a), 1.76 (m, 1H, H-2a),
1.74 (m, 1H, H-1a), 1.71 (m, 1H, H-7a), 1.61 (m, 1H, H-11a), 1.60 (m, 1H, H-15a), 1.59 (m,
1H, H-12a), 1.56 (M, 3H, NH-CH-CHz, H-16b), 1.53 (m, 1H, H-4a), 1.49 (m, 1H, H-8), 1.40
(m, 1H, H-2b), 1.38 (m, 3H, CH2-CHs, H-11b), 1.32 (m, 1H, H-14), 1.30 (m, 3H, H-6, H-12h),
1.29 (m, 2H, H-4b, H-15b), 1.14 (m, 1H, H-5), 1.02 (m, 1H, H-1b), 0.95 (t, 3H, Jun = 7.4 Hz,
CH2-CHs), 0.94 (m, 1H, H-7b), 0.87 (s, 3H, H-18), 0.86 (s, 3H, H-19), 0.70 (td, 1H, Jun = 11.7
Hz, Jun = 3.5 Hz, H-9). RMN 13C (125.7 MHz, CD:0OD) § 184.3 (C=S), 84.4 (C-17), 71.8 (C-
3), 55.7 (C-9), 52.2 (C-14), 51.6 (CH2NH), 47.2 (C-13), 46.2 (C-5), 45.1 (NH-CH2-CHy), 38.9
(C-4), 38.3 (C-1), 37.7 (C-8), 36.7 (C-10), 33.9 (C-16), 33.0 (C-7), 32.7 (C-12), 32.4 (NH-CH,-
CHa), 32.1 (C-2), 29.9 (C-6), 24.6 (C-15), 22.0 (C-11), 21.1 (CH2-CHs), 14.9 (C-18), 14.2 (CH.-
CHs), 12.8 (C-19). FAB-MS m/z 437 ([M+H]", 75%); HRFAB-MS calculado para C2sHasN20,S
([M+H]™): 437.3196, observado: 437.3210.

HO

17a-[(3’-Ciclohexiltioureido)metil]-5a-androstano-3p3,17p-diol (29b). Se utilizoé
isotiocianato de ciclohexilo (0.11 mL) y la reaccion se llevé a cabo por 56 h a 45 °C. La
cromatografia en columna (3:2 hexano-AcOEt) permitio obtener el derivado 29b (0.20 g, 70%);
p.f. 165-167 °C. [a]2° -7 (¢ 0.9, MeOH). IR (cm™): 3253 (OH), 2923-2854 (C-H alifatico), 1554
(C-NH), 1523, 1348, 1024 (C-O, C-N). RMN *H (500 MHz, CD3;0D) & 4.06 (sa, 1H, H-1"),
3.98 (sa, 1H, CH2:NH), 3.52 (m, 1H, H-3), 3.33 (m, 1H, CHxNH), 1.97 (m, 2H, H-2"’a, H-
6°’a), 1.89 (m, 1H, H-16a), 1.76 (m, 1H, H-2a), 1.73 (m, 2H, H-3"’a, H-5"’a), 1.72 (m, 1H, H-
1a), 1.70 (m, 1H, H-7a), 1.62 (m, 1H, H-4""a), 1.60 (m, 1H, H-11a), 1.59 (m, 1H, H-15a), 1.57
(m, 1H, H-12a), 1.53 (m, 1H, H-16b), 1.52 (m, 1H, H-4a), 1.47 (m, 1H, H-8), 1.39 (m, 1H, H-
2b), 1.37 (m, 2H, H-3"’b, H-5’b), 1.33 (m, 1H, H-11b), 1.30 (m, 1H, H-14), 1.29 (m, 1H, H-
12b), 1.28 (m, 3H, H-6, H-15b), 1.27 (m, 1H, H-4b), 1.20 (m, 3H, H-2>"b, H-6"’b, H-4>’b), 1.12
(m, 1H, H-5), 0.99 (m, 1H, H-1b), 0.92 (m, 1H, H-7b), 0.87 (s, 3H, H-18), 0.85 (s, 3H, H-19),
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0.69 (td, 1H, Jun = 11.6 Hz, Jun = 3.5 Hz, H-9). RMN *3C (125.7 MHz, CD;0D) § 183.1
(C=S), 84.3 (C-17), 71.6 (C-3), 55.4 (C-9), 53.7 (C-1""), 51.9 (C-14), 51.4 (CH2NH), 47.0 (C-
13), 46.0 (C-5), 38.7 (C-4), 38.1 (C-1), 37.5 (C-8), 36.5 (C-10), 33.7 (x2) (C-2”’, C-6""), 33.7
(C-16), 32.8 (C-7), 32.5 (C-12), 31.9 (C-2), 29.7 (C-6), 26.5 (C-4""), 25.9 (x2) (C-3”’, C-5),
24.5 (C-15), 21.8 (C-11), 14.7 (C-18), 12.7 (C-19). HRFAB-MS calculado para C27H47N20.S
([M+H]"): 463.3353, observado: 463.3386.

HO

17a-[(3’-Feniltioureido)metil]-5a-androstano-3B,17B-diol (29c). Se utilizé isotiocianato de
fenilo (90 pL) y la reaccion se llevd a cabo por 30 min a t.a.. La cromatografia en columna (7:3
hexano-AcOEt) permitio obtener el derivado 29¢ (0.23 g, 81%); p.f. 280 °C (desc). [a]3° -11 (c
0.5, MeOH). IR (cm™): 3204 (OH), 2920-2840 (C-H alifatico), 1598 (C=C), 1528 (C-NH),
1523, 1026 (C-O, C-N). RMN *H (500 MHz, CD30D) § 7.36 (m, 4H, Ar-Ho, Ar-Hm), 7.22 (m,
1H, Ar-Hp), 4.04 (d, 1H, Jgem = 13.2 Hz, CH2aNH), 3.52 (m, 1H, H-3), 3.40 (d, 1H, Jgem = 13.2
Hz, CH2NH), 1.90 (m, 1H, H-16a), 1.77 (m, 1H, H-2a), 1.73 (m, 1H, H-1a), 1.72 (m, 1H, H-
7a), 1.63 (m, 1H, H-15a), 1.62 (m, 1H, H-11a), 1.58 (m, 1H, H-16b), 1.56 (m, 1H, H-12a), 1.53
(m, 1H, H-4a), 1.50 (m, 1H, H-8), 1.40 (m, 1H, H-2b), 1.35 (m, 1H, H-11b), 1.33 (m, 1H, H-
14), 1.30 (m, 4H, H-6a, H-6b, H-15b, H-12b), 1.28 (m, 1H, H-4b), 1.15 (m, 1H, H-5), 1.01 (m,
1H, H-1b), 0.95 (m, 1H, H-7b), 0.85 (s, 6H, H-18, H-19), 0.70 (td, 1H, Jupn = 11.3 Hz, Jun =
3.2 Hz, H-9). RMN 3C (125.7 MHz, CD30D) & 182.2 (C=S), 139.3 (Ar-Cipso), 130.5 (x2) (Ar-
C), 127.0 (Ar-Cp), 125.5 (x2) (Ar-C), 84.3 (C-17), 71.8 (C-3), 55.7 (C-9), 52.2 (CH2NH), 52.2
(C-14), 47.1 (C-13), 46.2 (C-5), 38.9 (C-4), 38.2 (C-1), 37.7 (C-8), 36.7 (C-10), 34.1 (C-16),
33.0 (C-7), 32.9 (C-12), 32.1 (C-2), 29.9 (C-6), 24.6 (C-15), 22.0 (C-11), 14.8 (C-18), 12.7 (C-
19). HRFAB-MS calculado para C27H41N20.S ([M+H]"): 457.2883, observado: 457.2892.
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Procedimiento general para la sintesis de isoureas espiranicas esteroidales 30

A una solucidn de la correspondiente tiourea 29 (0.25 mmol) en THF anhidro (10 mL) se afiadio
HgO amarillo (4.50 mmol para los compuestos 29a,b y 2.29 mmol para el compuesto 29c) bajo
Ar. La mezcla se agitd a ta. y en oscuridad durante el tiempo indicado en cada caso,
posteriormente se filtré sobre Celita® y se evaporo6 a sequedad. El residuo se lavo con hexano
0 se purifico por cromatografia en columna, como se indica en cada caso, para dar los productos

30a-c como espumas blancas.

HO

(17S)-2’-n-Butilamino-espiro[3p-hidroxi-5a-androstan-17,5'-oxazolina] (30a). Se utilizo la
tiourea 29a (0.11 g) y la reaccion se llevd a cabo por 6 dias para dar el derivado 30a (0.10 g,
99%). IR (cm™): 3226 (OH), 2928-2856 (C-H alifatico), 1650 (C=N), 1046 (C-O, C-N). RMN
'H (500 MHz, CDCls) & 4.05 (sa, 1H, NH), 3.81 (d, 1H, Jsasb = 12.2 Hz, H-4’a), 3.51 (m, 1H,
H-3), 3.28 (d, 1H, Jybaa = 12.2 Hz, H-4’b), 3.10 (m, 2H, H-1""), 2.14 (ddd, 1H, Jun = 14.4 Hz,
Jun =125Hz, Jun = 3.6 Hz, H-16a), 1.74 (m, 2H, H-16b, H-2a), 1.65 (m, 1H, H-1a), 1.63 (m,
1H, H-7a), 1.55 (m, 1H, H-15a), 1.53 (m, 1H, H-11a), 1.50 (m, 1H, H-4a), 1.45 (m, 2H, H-2""),
1.39 (m, 1H, H-12a), 1.34 (m, 1H, H-2b), 1.33 (M, 1H, H-8), 1.29 (m, 2H, H-3"), 1.28 (m, 1H,
H-12b), 1.23 (m, 2H, H-15b, H-4b), 1.22 (m, 3H, H-11b, H-6), 1.04 (m, 1H, H-5), 0.91 (m, 1H,
H-1b), 0.90 (m, 1H, H-14), 0.86 (t, 3H, J4> 3> = 7.4 Hz, H-4""), 0.82 (s, 3H, H-18), 0.81 (m, 1H,
H-7b), 0.76 (s, 3H, H-19), 0.56 (td, 1H, Jun = 11.9 Hz, Jun = 4.0 Hz, H-9). RMN C (125.7
MHz, CDClIs) 6 160.8 (C-2"), 96.0 (C-17), 70.8 (C-3), 60.5 (C-4"), 54.2 (C-9), 49.6 (C-14), 45.0
(C-13), 45.0 (C-5), 42.4 (C-1""), 38.1 (C-4), 37.2 (C-1), 35.9 (C-8), 35.6 (C-10), 35.2 (C-16),
32.0 (C-27"),31.6 (C-7),31.5(C-2),31.2 (C-12), 28.5 (C-6), 22.6 (C-15), 20.6 (C-11), 20.0 (C-
3°%), 14.6 (C-18), 13.8 (C-4"), 12.4 (C-19). HRFAB-MS calculado para C2sHasN202 ([M+H]*):
403.3319, observado: 403.3313.
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(17S)-2’-Ciclohexilamino-espiro[3B-hidroxi-5a-androstan-17,5'-oxazolina] ~ (30b).  Se
utilizo la tiourea 29b (0.12 g) y la reaccidn se llevo a cabo por 3 dias para dar el producto 30b
(0.10 g, 93%). [a]Z° -21 (c 1.0, CHCIs). IR (cm™): 3286 (OH), 2924-2853 (C-H alifatico), 1654
(C=N), 1044 (C-0O, C-N). RMN H (500 MHz, CDCls) § 3.84 (d, 1H, Jaa4b = 12.4 Hz, H-4’a),
3.56 (m, 1H, H-3), 3.35 (m, 1H, H-1""), 3.32 (d, 1H, Js'baa = 12.4 Hz, H-4’b), 2.17 (ddd, 1H,
Jun =14.0 Hz, Jun = 12.4 Hz, Jun = 3.8 Hz, H-16a), 1.96 (m, 2H, H-2"’a, H-6"a), 1.78 (m,
2H, H-2a, H-16b), 1.69 (m, 1H, H-1a), 1.68 (m, 2H, H-3"’a, H-5""a), 1.67 (m, 1H, H-7a), 1.58
(m, 1H, H-15a), 1.57 (m, 1H, H-4"a), 1.56 (m, 1H, H-11a), 1.55 (m, 1H, H-4a), 1.43 (m, 1H,
H-12a), 1.38 (m, 1H, H-2b), 1.36 (m, 1H, H-8), 1.34 (m, 1H, H-12b), 1.31 (m, 2H, H-3"’b, H-
5°°b), 1.27 (m, 2H, H-15b, H-4b), 1.25 (m, 3H, H-6a, H-6b, H-11b), 1.13 (m, 1H, H-4>"b), 1.10
(m, 2H, H-2"’b, H-6"’b), 1.08 (m, 1H, H-5), 0.95 (m, 1H, H-1b), 0.94 (m, 1H, H-14), 0.85 (s,
3H, H-18), 0.84 (m, 1H, H-7b), 0.79 (s, 3H, H-19), 0.60 (td, 1H, Jux = 11.8 Hz, Jun = 4.1 Hz,
H-9). RMN 13C (125.7 MHz, CDCl3) § 159.8 (C-2°), 95.8 (C-17), 71.2 (C-3), 60.9 (C-4"), 54.2
(C-9), 51.5 (C-17"), 49.6 (C-14), 45.1 (C-13), 45.0 (C-5), 38.2 (C-4), 37.2 (C-1), 36.0 (C-8),
35.6 (C-10), 35.3 (C-16), 33.8(C-2> 0 C-6"), 33.7 (C-2"’ 0 C-6""), 31.6 (C-7), 31.6 (C-2), 31.2
(C-12), 28.6 (C-6), 25.7 (C-47"), 25.0 (x2) (C-3"’, C-5"), 22.7 (C-15), 20.7 (C-11), 14.7 (C-18),
12.5 (C-19). FAB-MS m/z 429 ([M+H]*, 100%); HRFAB-MS calculado para Cz7HsN202
([M+H]"): 429.3476, observado: 429.3508.

HO

(17S)-2’-Fenilamino-espiro[3p-hidroxi-5a-androstan-17,5'-oxazolina] (30c). Se utilizé la

tiourea 29¢ (0.12 g) y lareaccion se llevo a cabo por 19 h. La cromatografia en columna (CH2Cl»
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— 20:1 CH2Cl,-Isopropanol) permiti6 obtener el derivado 30c (0.10 g, 97%). [a]2° +2 (c 1.0,
CHCls). IR (cm™): 3282 (OH), 2920-2853 (C-H alifatico), 1658 (C=N), 1594-1447 (C=C), 1040
(C-0, C-N), 748-691 (=C-H). RMN *H (500 MHz, CDCls) § 7.27 (m, 4H, Ar-Ho, Ar-Hm), 7.0
(m, 1H, Ar-Hp), 4.85 (sa, 1H, NH), 3.91 (d, 1H, Jyaab = 11.1 Hz, H-4’a), 3.59 (m, 1H, H-3),
3.40 (d, 1H, Jab4a = 11.1 Hz, H-4’b), 2.29 (ddd, 1H, Jiea16b = 14.6 Hz, Jiean = 12.4 Hz, J16aH
= 3.7 Hz, H-16a), 1.88 (ddd, 1H, J1eb,16a = 14.6 Hz, J1ieb,H = 9.5 Hz, J1en,1 = 5.8 Hz, H-16b), 1.80
(m, 1H, H-2a), 1.72 (m, 1H, H-1a), 1.71 (m, 1H, H-7a), 1.65 (m, 1H, H-15a), 1.60 (m, 1H, H-
11a), 1.57 (m, 2H, H-12a, H-4a), 1.43 (m, 1H, H-8), 1.41 (m, 1H, H-2b), 1.36 (m, 1H, H-12b),
1.35 (M, 1H, H-15h), 1.31 (m, 1H, H-11b), 1.30 (m, 1H, H-4b), 1.28 (m, 2H, H-6), 1.10 (m, 1H,
H-5), 0.99 (m, 1H, H-14), 0.97 (m, 1H, H-1b), 0.96 (s, 3H, H-18), 0.87 (qd, 1H, Jun = 12.1 Hz,
Jnp = 5.3 Hz, H-7h), 0.82 (s, 3H, H-19), 0.63 (td, 1H, Jun = 11.6 Hz, Jup = 3.9 Hz, H-9). RMN
13C (125.7 MHz, CDCls) § 157.1 (C-2°), 129.1 (x3) (Ar-C), 122.7 (x2) (Ar-C), 120.0 (Ar-C),
96.5 (C-17), 71.2 (C-3), 56.4 (C-4"), 54.1 (C-9), 49.9 (C-14), 45.4 (C-13), 44.9 (C-5), 38.2 (C-
4), 37.1 (C-1), 36.0 (C-8), 35.6 (C-10), 35.4 (C-16), 31.6 (C-7), 31.5 (C-2), 31.4 (C-12), 28.5
(C-6), 22.8 (C-15), 20.6 (C-11), 14.8 (C-18), 12,5 (C-19). HRFAB-MS calculado para
C27H39N202 ([M+H]"): 423.3006, observado: 423.3004.

(25R)-terc-Butildifenilsililoxidiosgenina (32). Se sintetizd de acuerdo a la metodologia
descrita por Cheng et al.” A una solucion de imidazol (0.72 g, 10.58 mmol) en DMF anhidra
(25 mL) se afadieron TBDPSCI (2.5 mL, 9.65 mmol) y diosgenina 31 (2.0 g, 4.82 mmol). La
mezcla se agit6 a t.a. por 20 h, posteriormente se diluyé con AcOEt y se lavd con salmuera
(4%25 mL). La fase orgénica se seco sobre MgSOa, se filtro y se secd a presion reducida. El
residuo se purificd por cromatografia en columna (99:1 hexane-EtOAc) para dar el compuesto
31 como un sdlido blanco (2.90 g, 92%). Los datos fisicos y espectroscopicos se compararon

con los reportados en la bibliografia.
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Acetato de (25R)-3B-terc-butildifenilsililoxi-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo (33). A
una solucion de 32 (2.80 g, 4.29 mmol) en CH2Cl, anhidro (30 mL) se afiadié Ac20 (7 mL, 74.0
mmol) a 0 °C y posteriormente BFs-OEt> (5.6 mL, 45.37 mmol) gota a gota bajo Ar. La mezcla
se agitd a 0 °C por 10 min, posteriormente se vacié en agua con hielo y se agité toda la noche.
La fase organica se separd y se lavo con una solucion saturada acuosa de NaHCO3 hasta
neutralizar la reaccion, posteriormente se lavo con salmuera (2x20 mL), se secO sobre MgSO4
anhidro, se filtrd y se concentré a sequedad. El residuo se purificé por cromatografia en columna
(4:1 hexano-AcOEt) para dar el compuesto 33 como una espuma blanca (1.59 g, 52%). [a]2° -
5 (c 0.1, CHCI3). IR (cm™): 3395 (OH), 2932-2858 (C-H alifatico), 1739 (C=0 acetato), 1714
(C=0 cetona), 1240 (C-0), 1108 (Si-0), 1079 (C-0). RMN *H (500 MHz, CDCls) & 7.67 (m,
4H, Ar-Hm), 7.41 (m, 2H, Ar-Hp), 7.35 (m, 4H, Ar-Ho), 5.10 (m, 1H, H-6), 4.95 (td, 1H, Jis H
= 7.9 Hz, Jis,15ax = 4.8 Hz, H-16), 3.52 (m, 1H, H-3), 3.41 (d, 2H, J2625 = 5.9 Hz, H-26), 2.94
(dq, 1H, J20.17 = 11.0 Hz, J20.21 = 7.1 Hz, H-20), 2.62 (ddd, 1H, J23a23p = 18.1 Hz, J23a24a = 8.5
Hz, J23a,240 = 6.6 Hz, H-23a), 2.38 (ddd, 1H, J230.23a = 18.1 Hz, J23b,24p = 8.6 Hz, J23p 240 = 5.8 Hz,
H-23b), 2.36 (m, 1H, H-15a), 2.31 (m, 1H, H-4a), 2.12 (ddd, 1H, Jab.4a = 13.4 Hz, Jap3 = 5.0 Hz,
Japn = 1.9 Hz, H-4b), 1.95 (s, 3H, OCOCHs), 1.89 (m, 1H, H-12ec), 1.87 (m, 1H, H-17), 1.86
(m, 1H, H-7a), 1.68 (m, 2H, H-1a, H-24a), 1.67 (m, 1H, H-2a), 1.59 (m, 1H, H-2b), 1.56 (m 1H,
H-25), 1.45 (m, 2H, H-8, H-11a), 1.42 (m, 2H, H-11b, H-7b), 1.33 (m, 1H, H-24b), 1.20 (td,
1H, Ji2axH = 12.5 Hz, Jizax11ec= 4.8 Hz, H-12ax), 1.12 (d, 3H, J2120 = 7.1 Hz, H-21), 1.05 (s,
9H, C(CHg)3), 0.99 (m, 1H, H-15b), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.94 (m, 1H, H-14), 0.90 (d, 3H, J27.25
= 6.8 Hz, H-27), 0.84 (m, 2H, H-9, H-1b), 0.84 (s, 3H, H-18). RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) §
213.9 (C-22),170.0 (OCOCH3), 141.3 (C-5), 135.9 (x2), 135.8 (x2) (Ar-Cm), 134.8, 134.8 (Ar-
Cipso), 129.6, 129.5 (Ar-Cp), 127.6 (x2), 127.6 (x2) (Ar-Co), 120.9 (C-6), 75.8 (C-16), 73.2
(C-3), 67.5 (C-26), 55.1 (C-17), 54.1 (C-14), 49.9 (C-9), 43.6 (C-20), 42.5 (C-4), 42.0 (C-13),
39.7 (C-12), 38.6 (C-23), 37.2 (C-1), 36.5 (C-10), 35.5 (C-25), 34.9 (C-15), 31.9 (C-2), 31.7 (C-
7), 31.3 (C-8), 27.1 (C(CHz3)3), 26.3 (C-24), 21.3 (OCOCHz3), 20.8 (C-11), 19.5 (C-19), 19.2
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(C(CHs)3), 17.0 (C-21), 16.7 (C-27), 13.3 (C-18). HRESI-MS calculado para CasHesNaOsSi
([M+Na]"): 735.4415, observado: 735.4402.

Acetato de (25R)-3B-terc-butildifenilsililoxi-26-mesiloxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo (34). A
una solucidn enfriada de 33 (0.20 g, 0.28 mmol) en CH2Cl, anhidro (2 mL) se afiadieron MsClI
(0.09 mL, 1.12 mmol) y EtsN (0.35 mL, 2.52 mmol) gota a gota y bajo Ar. La mezcla se agit6
a0 °C por 1 h, posteriormente se diluy6 con CH2Cl, (10 mL), se lavo con 5% HCI acuoso (2x5
mL), con una solucidén saturada acuosa de NaHCOs (2x5 mL) y salmuera (2x5 mL). La fase
organica se secd sobre MgSOa anhidro, se filtré y se concentro a sequedad. El residuo se purifico
por cromatografia en columna (17:3 hexano-AcOEt) para dar el derivado 34 como una espuma
blanca (0.20 g, 90%). [a]%® -22 (c 0.3, CHCIs). IR (cm™): 2934-2853 (C-H alifatico), 1735
(C=0 acetato), 1710 (C=0 cetona), 1359-1334 y 1172 (0=S=0), 1241 (C-0), 1088 (C-O, Si-
0). RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 7.66 (m, 4H, Ar-Hm), 7.41 (m, 2H, Ar-Hp), 7.36 (m, 4H, Ar-
Ho), 5.10 (m, 1H, H-6), 4.95 (td, 1H, Ji6.1 = 7.8 Hz, J16,15ax = 4.8 Hz, H-16), 4.05 (dd, 1H, J26a,26b
= 9.7 Hz, J2ea2s = 6.0 Hz, H-26a), 4.03 (dd, 1H, J26b26a = 9.7 Hz, Joeb 25 = 6.2 Hz, H-26b), 3.52
(m, 1H, H-3), 3.01 (s, 3H, CH3 Ms), 2.92 (dq, 1H, J20,17 = 11.2 Hz, J2021 = 7.1 Hz, H-20), 2.64
(ddd, 1H, J23a230 = 17.9 Hz, J23a24a = 9.4 Hz, J23a,240 = 6.3 Hz, H-23a), 2.35 (m, 1H, H-153a), 2.34
(m, 1H, H-23b), 2.30 (m, 1H, H-4a), 2.12 (ddd, 1H, Jap4a = 13.3 Hz, Jap3 = 4.7 Hz, Japn = 1.6
Hz, H-4b), 1.95 (s, 3H, OCOCHj3), 1.88 (m, 1H, H-12ec), 1.87 (m, 1H, H-17), 1.85 (m, 2H, H-
25, H-7a), 1.70 (m, 1H, H-24a), 1.68 (m, 1H, H-1a), 1.67 (m, 1H, H-2a), 1.58 (m, 1H, H-2b),
1.45 (m, 2H, H-11a, H-8), 1.42 (m, 1H, H-7b), 1.41 (m, 1H, H-11b), 1.38 (m, 1H, H-24b), 1.20
(td, 1H, Jioaxn = 12.4 Hz, J12ax11ec= 4.7 Hz, H-12ax), 1.11 (d, 3H, J2120 = 7.1 Hz, H-21), 1.05
(s, 9H, C(CHBa)3), 0.98 (m, 1H, H-15b), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.97 (d, 3H, J27,25 = 7.0 Hz, H-27),
0.94 (m, 1H, H-14), 0.84 (m, 2H, H-1b, H-9), 0.84 (s, 3H, H-18). RMN 3C (125.7 MHz, CDCl5)
3 212.6 (C-22), 169.9 (OCOCHpg), 141.3 (C-5), 135.9 (x2), 135.8 (x2) (Ar-Cm), 134.8, 134.8
(Ar-Cipso), 129.6, 129.5 (Ar-Cp), 127.6 (x2), 127.6 (x2) (Ar-Co), 120.9 (C-6), 75.8 (C-16),
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74.2 (C-26), 73.2 (C-3), 55.1 (C-17), 54.1 (C-14), 49.9 (C-9), 43.7 (C-20), 42.5 (C-4), 42.0 (C-
13), 39.7 (C-12), 38.1 (C-23), 37.4 (CH3 Ms), 37.2 (C-1), 36.5 (C-10), 34.9 (C-15), 32.7 (C-25),
31.9 (C-2), 31.7 (C-7), 31.3 (C-8), 27.1 (C(CHs)3), 26.4 (C-24), 21.3 (OCOCHs), 20.8 (C-11),
19.5 (C-19), 19.2 (C(CHs)3), 16.8 (C-21), 16.4 (C-27), 13.3 (C-18). HRESI-MS calculado para
C6HessNaO7SSi ([M+Na]™): 813.4191, observado: 813.4163.

Acetato de (25R)-3B-terc-butildifenilsililoxi-22-oxo0-26-selenocianatocolest-5-en-16B-ilo
(35). A una solucion de 34 (0.88 g, 1.11 mmol) en THF anhidro (40 mL) se afiadié KSeCN (0.80
g, 5.55 mmol) bajo Ar. La mezcla se mantuvo a reflujo y en oscuridad por 10 h. Posteriormente
se evaporo el disolvente y el residuo se purificd por cromatografia en columna (17:3 hexano-
AcOEt) para dar el compuesto 35 como una espuma blanca (0.84 g, 94%). [a]4° +1 (¢ 1.1,
CHCIs). IR (cm™): 3058 (=C-H), 2968-2859 (C-H alifatico), 2150 (C=N), 1732 (C=0 acetato),
1714 (C=0 cetona), 1266 (C-0), 1107 (C-0O, Si-0). RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 7.67 (m, 4H,
Ar-Hm), 7.41 (m, 2H, Ar-Hp), 7.36 (m, 4H, Ar-Ho), 5.10 (m, 1H, H-6), 4.96 (td, 1H, Jisn=7.9
Hz, Jis,15ax = 4.8 Hz, H-16), 3.52 (m, 1H, H-3), 3.09 (dd, 1H, J26a,26b = 12.1 Hz, J26a 25 = 5.4 Hz,
H-26a), 2.93 (dq, 1H, J20,17 = 11.1 Hz, J20.21 = 7.1 Hz, H-20), 2.91 (dd, 1H, J2eb26a = 12.1 Hz,
Joeb2s = 7.1 Hz, H-26Db), 2.65 (ddd, 1H, J23a,230 = 18.1 Hz, J23a,24a = 9.0 Hz, J23a240 = 6.4 Hz, H-
23a), 2.36 (m, 1H, H-15a), 2.36 (m, 1H, H-23b), 2.32 (m, 1H, H-4a), 2.12 (ddd, 1H, Jap4a = 13.4
Hz, Jan3 = 4.9 Hz, Japn = 1.8 Hz, H-4b), 1.96 (s, 3H, OCOCH3), 1.89 (m, 1H, H-12ec), 1.88 (m,
1H, H-17), 1.87 (m, 1H, H-25), 1.86 (m, 1H, H-7a), 1.75 (m, 1H, H-24a), 1.69 (m, 1H, H-1a),
1.68 (m, 1H, H-2a), 1.59 (m, 1H, H-2b), 1.47 (m, 1H, H-8), 1.46 (m, 1H, H-11a), 1.43 (m, 1H,
H-24b), 1.42 (m, 2H, H-11b, H-7b), 1.21 (td, 1H, Jizaxx = 11.8 Hz, J12ax 11ec= 4.2 Hz, H-12aX),
1.12 (d, 3H, J2120 = 7.1 Hz, H-21), 1.06 (s, 9H, C(CHs3)3), 1.05 (d, 3H, H-27), 1.0 (m, 1H, H-
15b), 0.99 (s, 3H, H-19), 0.96 (m, 1H, H-14), 0.85 (m, 2H, H-1b, H-9), 0.84 (s, 3H, H-18). RMN
13C (125.7 MHz, CDCl3) § 212.5 (C-22), 169.8 (OCOCHs), 141.3 (C-5), 135.8 (x2), 135.8 (x2)
(Ar-Cm), 134.8, 134.8 (Ar-Cipso), 129.6, 129.5 (Ar-Cp), 127.6 (x2), 127.5 (x2) (Ar-Co), 120.8
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(C-6), 102.3 (SeCN), 75.8 (C-16), 73.2 (C-3), 55.1 (C-17), 54.0 (C-14), 49.8 (C-9), 43.6 (C-20),
42.5(C-4),41.9 (C-13), 39.7 (C-12), 38.4 (C-23), 37.6 (C-26), 37.2 (C-1), 36.5 (C-10), 34.9 (C-
15), 34.0 (C-25), 31.9 (C-2), 31.6 (C-7), 31.3 (C-8), 29.2 (C-24), 27.1 (C(CHs)s), 21.3
(OCOCHs3), 20.8 (C-11), 19.5 (C-19), 19.3 (C-27), 19.2 (C(CH3)3), 16.9 (C-21), 13.3 (C-18).
HRESI-MS calculado para CssHssNNaO4SeSi ([M+Na]*): 824.3584, observado: 824.3557.

Diselenuro de bis[(25R)-16B-acetoxi-3B-terc-butildifenilsililoxi-22-oxocolest-5-en-26-ilo]
(36). A una solucion del compuesto 35 (0.25 g, 0.31 mmol) en una mezcla anhidra de MeOH-
THF (5:3, 8 mL) se afiadié NaBH4 (6.0 mg, 0.16 mmol) bajo argon. La mezcla se agito6 a t.a.
por 30 min, posteriormente se evapord el disolvente y el residuo se trat6 con H20O, se afiadio
CHCl; y se separ6 la fase organica, se secd sobre MgSO4 anhidro, se filtrd y se concentrd a
sequedad. El residuo se purifico por cromatografia en columna (19:1 hexano-AcOEt) para
obtener el compuesto 36 como una espuma amarilla (0.16 g, 68%). [a]4? +11 (¢ 0.2, CHCls).
IR (cm™): 3055 (=C-H), 2962-2859 (C-H alifatico), 1731 (C=0 acetato), 1716 (C=0 cetona),
1266 (C-0), 1109 (C-O, Si-O). RMN 'H (500 MHz, CDClz) § 7.67 (m, 4H, Ar-Hm), 7.41 (m,
2H, Ar-Hp), 7.36 (m, 4H, Ar-Ho), 5.10 (m, 1H, H-6), 4.93 (td, 1H, Ji1 = 7.9 Hz, J1615ax = 4.8
Hz, H-16), 3.51 (m, 1H, H-3), 2.96 (dd, 1H, J2a,26b = 12.0 Hz, J26a,25 = 5.3 Hz, H-26a), 2.93 (dq,
1H, J20,17 = 11.0 Hz, J2021 = 7.1 Hz, H-20), 2.80 (dd, 1H, Joeb26a = 12.0 Hz, J26b,25 = 7.3 Hz, H-
26b), 2.61 (ddd, 1H, J23a,230 = 17.8 Hz, J23a,24a = 10.4 Hz, J23a,240 = 5.4 Hz, H-23a), 2.36 (m, 1H,
H-15a), 2.34 (m, 1H, H-23b), 2.31 (m, 1H, H-4a), 2.11 (ddd, 1H, Jap4a = 13.4 Hz, Jan 3 = 4.8 Hz,
Japr = 1.8 Hz, H-4b), 1.95 (s, 3H, OCOCHs), 1.89 (m, 1H, H-12ec), 1.87 (m, 1H, H-17), 1.85
(m, 1H, H-7a), 1.71 (m, 2H, H-24a, H-25), 1.68 (m, 1H, H-1a), 1.67 (m, 1H, H-2a), 1.59 (m,
1H, H-2b), 1.45 (m, 1H, H-11a), 1.44 (m, 1H, H-8), 1.41 (m, 2H, H-7b, H-11b), 1.37 (m, 1H,
H-24b), 1.19 (td, 1H, Ji2axn = 12.5 Hz, J12ax,11ec= 4.8 Hz, H-12ax), 1.11 (d, 3H, J21,20 = 7.1 Hz,
H-21), 1.05 (s, 9H, C(CH3)3), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.98 (m, 1H, H-15b), 0.97 (d, 3H, J2725 = 5.6
Hz, H-27),0.94 (m, 1H, H-14), 0.84 (m, 1H, H-9), 0.83 (m, 1H, H-1b), 0.83 (s, 3H, H-18). RMN
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13C (125.7 MHz, CDCls) § 213.0 (C-22), 169.9 (OCOCHj3), 141.3 (C-5), 135.9 (x2), 135.9 (x2)
(Ar-Cm), 134.8, 134.8 (Ar-Cipso), 129.6, 129.6 (Ar-Cp), 127.6 (x2), 127.6 (x2) (Ar-Co), 120.9
(C-6), 75.9 (C-16), 73.2 (C-3), 55.0 (C-17), 54.0 (C-14), 49.8 (C-9), 43.6 (C-20), 42.5 (C-4),
41.9 (C-13), 39.7 (C-12), 38.9 (C-26), 38.8 (C-23), 37.2 (C-1), 36.5 (C-10), 34.9 (C-15), 34.0
(C-25), 31.9 (C-2), 31.7 (C-7), 31.3 (C-8), 29.9 (C-24), 27.1 (C(CH3)3), 21.4 (OCOCHs3), 20.8
(C-11), 19.6 (C-19), 19.5 (C-27), 19.3 (C(CHs)3), 16.9 (C-21), 13.3 (C-18). HRESI-MS
calculado para CgoH126NaOgSe2Siz> ([M+Na]™): 1573.7214, observado: 1573.7217.

Diselenuro de bis[(25R)-16B-acetoxi-3B-hidroxi-22-oxocolest-5-en-26-ilo]  (37). El
compuesto 36 (0.13 g, 0.09 mmol) se disolvié en una mezcla TFA-THF-H20 (3:2:1, 8 mL) y se
agitd a t.a. por 2 h, posteriormente se lavé con una mezcla saturada acuosa de NaHCOs3 hasta
neutralizar y se diluyé con CH2Cl.. La fase organica se lavo con salmuera (2x5 mL), se seco
sobre MgSOs anhidro, se filtr6 y se concentrd6 a sequedad. El residuo se purificé por
cromatografia en columna (3:2 hexano-AcOEt) para obtener el compuesto 37 como un aceite
amarillo (0.03 g, 33%). [@]3° +17 (¢ 0.2, CHCIs). IR (cm™): 3057 (=C-H), 2982-2926 (C-H
alifatico), 1734 (C=0 acetato), 1710 (C=0 cetona), 1266 (C-O). RMN H (500 MHz, CDCls) &
5.32 (m, 1H, H-6), 4.95 (td, 1H, Jis 1 = 8.1 Hz, Ji6.15ax = 4.9 Hz, H-16), 3.51 (m, 1H, H-3), 2.96
(dd, 1H, J26a26b = 12.0 Hz, J26a25 = 5.6 Hz, H-26a), 2.94 (m, 1H, H-20), 2.80 (dd, 1H, J26b26a =
12.0 Hz, Joeb,25 = 7.3 Hz, H-26b), 2.62 (ddd, 1H, J23a23p = 17.8 Hz, J23a1 = 10.4 Hz, J23a1 = 5.4
Hz, H-23a), 2.39 (m, 1H, H-15a), 2.34 (ddd, 1H, J23b23a= 17.8 Hz, J23p,h = 10.1 Hz, J23p,H = 5.0
Hz, H-23b), 2.28 (m, 1H, H-4a), 2.22 (m, 1H, H-4b), 1.95 (s, 3H, OCOCHzs), 1.92 (m, 2H, H-
2a, H-12ec), 1.89 (m, 1H, H-17), 1.82 (m, 2H, H-7a, H-1a), 1.72 (m, 1H, H-24a), 1.71 (m, 1H,
H-25), 1.53 (m, 1H, H-11a), 1.52 (m, 1H, H-2b), 1.51 (m, 1H, H-8), 1.46 (m, 2H, H-7b, H-11b),
1.37 (m, 1H, H-24b), 1.26 (td, 1H, JizaxH = 12.6 Hz, J12ax11ec= 4.0 Hz, H-12ax), 1.12 (d, 3H,
Jo120 = 7.1 Hz, H-21), 1.08 (m, 1H, H-1b), 1.01 (m, 1H, H-15b), 1.0 (m, 1H, H-14), 0.99 (s, 3H,
H-19), 0.97 (d, 3H, J27.25 = 6.5 Hz, H-27), 0.95 (m, 1H, H-9), 0.85 (s, 3H, H-18). RMN 3C

69



Capitulo 1. Espiroheterociclos esteroidales y derivados de selenio

(125.7 MHz, CDCls) & 213.0 (C-22), 170.0 (OCOCHz3), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 75.9 (C-16),
71.7 (C-3), 55.1 (C-17), 54.0 (C-14), 49.9 (C-9), 43.6 (C-20), 42.3 (C-4), 41.9 (C-13), 39.7 (C-
12), 38.9 (C-26), 38.8 (C-23), 37.2 (C-1), 36.5 (C-10), 34.9 (C-15), 34.0 (C-25), 31.7 (C-2),
31.6 (C-7), 31.3 (C-8), 29.9 (C-24), 21.4 (OCOCHpg), 20.8 (C-11), 19.6 (C-19), 19.5 (C-27),
16.9 (C-21), 13.4 (C-18). HRESI-MS calculado para CssHgoOgNaSe> ([M+Na]*): 1097.4858,
observado: 1097.4862.

TBDPSO

Acetato de (25R)-3B-terc-butildifenilsililoxi-26-tosiloxi-22-oxocolest-5-en-168-ilo (38). A
una solucion de 33 (0.20 g, 0.28 mmol) en CH2Cl; anhidro (7 mL) se afiadieron TsCl (1.40 g,
7.40 mmol) y piridina (0.22 mL, 2.70 mmol) bajo Ar. La mezcla se mantuvo en agitacion at.a.
por 23 h, posteriormente se lavo con una solucion de HCI al 5% (4x5 mL), con una solucién
saturada acuosa de NaHCOs (2x5 mL) y salmuera (2x5 mL). La fase organica se sec6 sobre
MgSOs, se filtrd y se secd a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia en
columna (9:1 hexano-AcOEt) para obtener el derivado 38 como una espuma blanca (0.19 g,
79%). [a] % -39 (¢ 0.3, CHCI3). IR (cmt): 2933-2856 (C-H alifatico), 1736 (C=0 acetato), 1712
(C=0 cetona), 1598-1460 (C=C), 1359 y 1176 (0O=S=0), 1240 (C-0), 1105-1077 (C-O, Si-O).
RMN *H (500 MHz, CDCls) & 7.77 (m, 2H, H-2 Ts), 7.67 (m, 4H, Ar-Hm), 7.41 (m, 2H, Ar-
Hp), 7.36 (m, 4H, Ar-Ho), 7.35 (m, 2H, H-3 Ts), 5.10 (m, 1H, H-6), 4.92 (td, 1H, Jisn = 7.8
Hz, Jis.15ax = 4.7 Hz, H-16), 3.84 (dd, 1H, Jea2eb = 9.5 Hz, J26a 25 = 5.8 Hz, H-26a), 3.80 (dd,
1H, Jo6b,26a = 9.5 Hz, Jaeb 25 = 6.2 Hz, H-26Db), 3.52 (m, 1H, H-3), 2.90 (dq, J20,17 = 11.0 Hz, J20,21
=7.1Hz, 1H, H-20), 2.57 (ddd, 1H, J23a,23v= 17.8 Hz, J23a,24a = 9.7 Hz, J234240 = 6.0 Hz, H-23a),
2.44 (s, 3H, CH3 Ts), 2.35 (m, 1H, H-15a), 2.31 (m, 1H, H-4a), 2.28 (m, 1H, H-23b), 2.12 (ddd,
1H, Jabsa = 13.4 Hz, Jap3 = 5.0 Hz, Japn = 1.9 Hz, H-4Db), 1.92 (s, 3H, OCOCH3), 1.88 (m, 1H,
H-12ec), 1.85 (m, 2H, H-7a, H-17), 1.76 (m, 1H, H-25), 1.68 (m, 1H, H-1a), 1.67 (m, 1H, H-
2a), 1.58 (m, 2H, H-2b, 24a), 1.45 (m, 2H, H-11a, H-8), 1.41 (m, 2H, H-7b, H-11b), 1.31 (m,
1H, H-24b), 1.19 (m, 1H, H-12ax), 1.08 (d, 3H, J2120 = 7.2 Hz, H-21), 1.05 (s, 9H, C(CHs3)s),
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0.98 (m, 1H, H-15b), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.94 (m, 1H, H-14), 0.88 (d, 3H, J2725 = 7.0 Hz, H-
27), 0.84 (m, 2H, H-1b, H-9), 0.83 (s, 3H, H-18). RMN *3C (125.7 MHz, CDCl3) § 212.6 (C-
22), 169.9 (OCOCHs3), 144.9 (C-1 Ts), 141.3 (C-5), 135.9 (x2), 135.9 (x2) (Ar-Cm), 134.9,
134.8 (Ar-Cipso), 133.0 (C-4 Ts), 130.0 (C-3 Ts), 129.6, 129.6 (Ar-Cp), 128.0 (C-2 Ts), 127.6
(x2), 127.6 (x2) (Ar-Co), 120.9 (C-6), 75.8 (C-16), 74.8 (C-26), 73.2 (C-3), 55.1 (C-17), 54.1
(C-14), 49.9 (C-9), 43.6 (C-20), 42.5 (C-4), 41.9 (C-13), 39.7 (C-12), 38.2 (C-23), 37.2 (C-1),
36.5 (C-10), 34.9 (C-15), 32.6 (C-25), 31.9 (C-2), 31.7 (C-7), 31.3 (C-8), 27.1 (C(CH3)3), 26.5
(C-24), 21.8 (CH3 Ts), 21.3 (OCOCHpg), 20.8 (C-11), 19.5 (C-19), 19.2 (C(CHs)3), 16.8 (C-21),
16.4 (C-27), 13.3 (C-18). HRESI-MS calculado para CsH7oNaO7SSi ([M+Na]*): 889.4504,
observado: 889.4491.

Acetato de (25R)-26-(bencilselanil)-3p-terc-butildifenilsililoxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo
(39). A una solucion del derivado 35 (0.17 g, 0.21 mmol) en una mezcla anhidra 5:3 MeOH-
THF (6 mL) se afiadié BnBr (0.1 mL, 0.84 mmol) y NaBHa (9.0 mg, 0.24 mmol) a 0 °C y bajo
Ar. La mezcla se mantuvo en agitacion a 0 °C por 30 min. Posteriormente el disolvente se
evaporo, el residuo se diluyé con AcOEt y se lavd con una solucion saturada de NH4Cl (2x5
mL). El producto se purificd por cromatografia en columna (19:1 hexano-AcOEt) para dar el
compuesto 39 como un aceite incoloro (0.12 g, 68%). RMN *H (500 MHz, CDCls) & 7.67 (m,
4H, Ar-Hm), 7.41 (m, 2H, Ar-Hp), 7.36 (m, 4H, Ar-Ho), 7.27 (m, 4H, Ar-H), 7.20 (m, 1H, Ar-
Hp), 5.10 (m, 1H, H-6), 4.93 (td, 1H, Jis,x = 7.8 Hz, J16,15ax = 4.8 Hz, H-16), 3.74 (s, 2H, CH2Ph),
3.51 (m, 1H, H-3), 2.90 (dq, 1H, J20.17 = 11.1 Hz, J2021 = 7.1 Hz, H-20), 2.50 (ddd, 1H, J23a23b
=17.6 Hz, Jozan = 10.1 Hz, J23aq = 5.7 Hz, H-23a), 2.48 (dd, 1H, J26a 260 = 12.1 Hz, J26a,25 = 5.5
Hz, H-26a), 2.36 (m, 1H, H-15a), 2.36 (dd, 1H, J2eb26a = 12.1 Hz, J26b 25 = 7.4 Hz, H-26D), 2.31
(m, 1H, H-4a), 2.25 (ddd, 1H, J23b23a= 17.6 Hz, J23sn = 10.3 Hz, J23b,1 = 5.1 Hz, H-23b), 2.12
(ddd, 1H, Japsa = 13.4 Hz, Jap3 = 4.8 Hz, Japx = 1.8 Hz, H-4b), 1.93 (s, 3H, OCOCHz3), 1.88 (m,
1H, H-12a), 1.86 (m, 1H, H-17), 1.85 (m, 1H, H-7a), 1.68 (m, 1H, H-1a), 1.67 (m, 1H, H-2a),
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1.66 (m, 1H, H-24a), 1.58 (m, 1H, H-2b), 1.57 (m, 1H, H-25), 1.45 (m, 1H, H-8), 1.45 (m, 2H,
H-11), 1.41 (m, 1H, H-7b), 1.32 (m, 1H, H-24b), 1.19 (m, 1H, H-12b), 1.09 (d, J21.20 = 7.2 Hz,
3H, H-21), 1.05 (s, 9H, C(CHs3)3), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.98 (m, 1H, H-15b), 0.95 (m, 1H, H-14),
0.92 (d, J27.25 = 6.7 Hz, 3H, H-27), 0.84 (m, 1H, H-1b), 0.84 (m, 1H, H-9), 0.83 (s, 3H, H-18).
RMN 13C (125.7 MHz, CDCl3) § 213.1 (C-22), 169.9 (OCOCHs), 141.3 (C-5), 139.6 (Ar-
Cipso), 135.9 (x2), 135.9 (x2) (Ar-Cm), 134.9, 134.8 (Ar-Cipso), 129.6, 129.6 (Ar-Cp), 129.0
(x2) (Ar-C), 128.6 (x2) (Ar-C), 127.6 (x2), 127.6 (x2) (Ar-Co), 126.8 (Ar-Cp), 120.9 (C-6),
75.9 (C-16), 73.2 (C-3), 55.1 (C-17), 54.1 (C-14), 49.9 (C-9), 43.6 (C-20), 42.5 (C-4), 41.9 (C-
13), 39.7 (C-12), 38.7 (C-23), 37.2 (C-1), 36.5 (C-10), 34.9 (C-15), 33.5 (C-25), 32.1 (C-26),
31.9 (C-2), 31.7 (C-7), 31.3 (C-8), 30.3 (C-24), 27.7 (CH2Ph), 27.1 (C(CHa)3), 21.3 (OCOCHy3),
20.8 (C-11), 19.9 (C-27), 19.5 (C-19), 19.3 (C(CHs)3), 16.9 (C-21), 13.3 (C-18).

(25R)-Colest-5-eno-38,16pB,26-triol (40). Se sintetizo de acuerdo a la metodologia descrita por
Martin et al.®2 A una solucién de diosgenina (31) (1.0 g, 2.41 mmol) en EtOH (227 mL) se
afiadié Zn en polvo (20.40 g, 0.31 mol). La mezcla se coloco a reflujo y durante 1 h se afiadio
HCI al 18.5% (182 mL). La reaccion se mantuvo a reflujo por 0.5 h, posteriormente el Zn se
filtré de la solucion caliente, el filtrado se dej6 enfriar a t.a. y se afiadié H20 y Et2O hasta que
se formaron dos fases. La fase organica se lavo con una solucion saturada acuosa de NaHCOs3
(3%x150 mL) y salmuera (2x150 mL), se secO sobre MgSOs anhidro, se filtré y se concentr6 a
sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en columna (7:3 hexano-AcOEt) para
obtener el derivado 40 como un sdélido blanco (0.70 g, 70%). Los datos fisicos y

espectroscopicos se compararon con los reportados en la bibliografia.
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HO

Tosilato de (25R)-3B,16B-dihidroxicolest-5-en-26-ilo (41). Se sintetizO de acuerdo a la
metodologia descrita por Poza et al.®* A una solucion del derivado 40 (0.70 g, 1.67 mmol) en
piridina anhidra (7 mL) se afiadio TsCl (1.96 g, 16.5 mmol) disuelto en piridina anhidra (7 mL)
a 0 °C y bajo Ar. La mezcla se mantuvo en agitacion a t.a. por 1 h. Después de este tiempo, se
afiadio H-O fria (10 mL) y el producto se extrajo con Et2O (3x15 mL). La fase organica se lavo
con una solucién de HCI al 5% (4x20 mL) y salmuera (2x20 mL), se sec6 sobre MgSOa, se
filtr6 y se concentr6 a sequedad. El residuo se purifico por cromatografia en columna (4:1
hexano-AcOEt) para obtener el derivado 41 como una espuma blanca (0.54 g, 56%). Los datos

fisicos y espectroscopicos se compararon con los reportados en la bibliografia.

Selenocianato de (25R)-3B,16B-dihidroxicolest-5-en-26-ilo (42). A una solucion del
compuesto 41 (0.12 g, 0.20 mmol) en THF anhidro (7 mL) se afiadi6 KSeCN (0.15 g, 1.01
mmol) bajo Ar. La mezcla se mantuvo a reflujo por 9.5 h en la oscuridad, después de este tiempo
el disolvente se evaporé y el residuo se purificd por cromatografia en columna (4:1 hexano-
ACcOETt) para obtener el compuesto 42 como un aceite incoloro (89 mg, 87%). [a]3! -14 (c 1.12,
CH.Cl2). RMN *H (500 MHz, CDCls) § 5.33 (m, 1H, H-6), 4.33 (td, 1H, Jisn = 7.8 Hz, J16,15ax
= 4.6 Hz, H-16), 3.5 (m, 1H, H-3), 3.14 (dd, 1H, J2a,260 = 12.0 Hz, J26a,25 = 5.6 Hz, H-263a), 2.90
(dd, 1H, Ja6b,26a = 12.0 Hz, J2ep,25 = 7.4 Hz, H-26b), 2.28 (m, 1H, H-4a), 2.23 (m, 1H, H-15¢c),
2.22 (m, 1H, H-4b), 1.99 (dt, 1H, J12ec,12ax = 12.6 Hz, J12ec = 3.6 Hz, H-12ec), 1.96 (m, 1H, H-
2a), 1.93 (m, 1H, H-25), 1.84 (m, 1H, H-20), 1.82 (m, 2H, H-1a, H-7a), 1.55 (m, 1H, H-22a),
1.52 (m, 1H, H-8), 1.50 (m, 1H, H-2b), 1.47 (m, 2H, H-11), 1.46 (m, 1H, H-7b), 1.41 (m, 1H,
H-23a), 1.40 (m, 1H, H-24a), 1.30 (m, 2H, H-24b, H-23b), 1.15 (dt, 1H, JisaxH = 13.4 HZz, J15ax,16
= 4.6 Hz, H-15ax), 1.10 (m, 1H, H-12ax), 1.06 (m, 1H, H-22b), 1.05 (m, 1H, H-1b), 1.04 (d,
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3H, Jz7.25 = 6.7 Hz, H-27), 1.0 (s, 3H, H-19), 0.97 (m, 1H, H-17), 0.96 (d, 3H, J21.20 = 6.7 Hz,
H-21), 0.91 (m, 1H, H-9), 0.87 (s, 3H, H-18), 0.85 (m, 1H, H-14). RMN 3C (125.7 MHz,
CDCls) & 140.9 (C-5), 121.5 (C-6), 102.5 (SeCN), 72.4 (C-16), 71.8 (C-3), 61.4 (C-17), 54.5
(C-14), 50.1 (C-9), 42.3 (C-4), 42.3 (C-13), 39.9 (C-12), 37.9 (C-26), 37.2 (C-1), 37.0 (C-15),
36.6 (C-10), 36.1 (C-24), 35.8 (C-22), 34.2 (C-25), 31.9 (C-2), 31.6 (C-7), 31.5 (C-8), 29.8 (C-
20), 23.6 (C-23), 20.8 (C-11), 19.5 (C-19), 19.5 (C-27), 18.2 (C-21), 13.2 (C-18). HRESI-MS
calculado para C2sHssNNa0,%°Se ([M+Na]*): 530.2508, observado: 530.2501.

1.6.3 Pruebas de antiproliferacion

La actividad antiproliferativa de los derivados sintetizados se evalud en el BioLab, Instituto
Universitario de Bio-Organica “Antonio Gonzalez” (IUBO-AG) de la Universidad de la Laguna

(La Laguna, Espafia) por el Dr. José M. Padron.

Los derivados esteroidales se evaluaron en diferentes concentraciones en 6 lineas celulares de
cancer humano: A549 y SW1573 para cancer de pulmén, HBL-100 y T-47D para cancer de
mama, HelL.a para cancer cervicouterino y WiDr para cancer de colon.

La actividad antiproliferativa in vitro se evalué usando el ensayo de sulforhodamina B (SRB)
con pequefias modificaciones.®® Los derivados sintetizados se disolvieron en DMSO a una
concentracion inicial de 40.0 mM. Las células fueron inoculadas en una microplaca de 96
pocillos en un volumen de 100 uL por pocillo a densidades de 2500 (A549, HBL-100, HeLa y
SW1573), 5000 (T-47D y WiDr) o 10000 (BJ-hTert) células por pocillo, de acuerdo a sus
tiempos de duplicacién. Las células control se expusieron a una concentracion equivalente de
DMSO (0.25% vl/v, control negativo). Cada agente fue evaluado por triplicado a diferentes
diluciones en el rango de 1-100 uM. El tratamiento con el compuesto se comenzo en el dia 1
después de sembrar. El tiempo de incubacidn con el compuesto fue de 48 horas, después de este
tiempo las células fueron precipitadas con 25 uL de &cido tricloroacético enfriado al 50% (m/v)
y fijadas por 60 min a 4 °C. Posteriormente se realizé el ensayo SRB. La densidad 6ptica (DO)
de cada pocillo fue medida a 530 nm, usando un lector de microplacas BioTek PowerWave XS.
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Los valores se corrigieron para el fondo de DO a partir de pocillos que contenian solo medio.
El porcentaje de crecimiento (PC) se calcul6 en relacion a las células control sin tratar (C) en
cada nivel de concentracion de compuesto, basado en la diferencia en DO al inicio (To) y al final
(T) de la exposicion al compuesto, de acuerdo a las formulas del Instituto Nacional del Cancer
(NCI, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, si T es mayor que o igual a To, el célculo es 100 x
[(T-To)/(C-To)]. Si T es menor a To, indicando muerte celular, el célculo es 100 x [(T-To)/(To)].
El efecto es definido como porcentaje de crecimiento, donde el 50% de inhibicion del
crecimiento (Glso) representa la concentracion a la cual el PC es +50. Con estos calculos, un
valor de PC de 0 no representa ninguna diferencia desde el inicio de la exposicion al compuesto,

mientras que un valor negativo de PC denota muerte celular.®’
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lactosa y a-GalNAc

2.1 Introduccion

Las lectinas son proteinas que se unen a carbohidratos presentes en proteinas y lipidos
(glicoconjugados) en la membrana celular y en matrices extracelulares. Se unen a mono- y
oligosacaridos de manera reversible y no covalente, con una alta afinidad y especificidad. Se
diferencian de las enzimas especificas de azucar (quinasas, glicosidasas, glicosiltranferasas) al
no modificar el sustrato al que se unen y de los anticuerpos especificos de carbohidratos en que

no son producto de una respuesta inmunitaria.

Las lectinas se encuentran presentes en la mayoria de organismos vivos (desde virus y bacterias
hasta plantas y animales) y juegan un papel importante en funciones bioldgicas, desde la
mediacion de la adhesion celular y la promocion de interacciones célula-célula hasta el
reconocimiento de patogenos.! Se cree que las lectinas en plantas actian en el mecanismo de
defensa contra diferentes tipos de organismos y animales predadores.? En el caso de virus y
bacterias, las lectinas realizan el proceso de reconocimiento de carbohidratos presentes en la

membrana celular del huésped iniciando el proceso de infeccion.?

Estas proteinas contienen generalmente dos o més sitios de unién de carbohidratos, son di- u
oligovalentes, por lo que al interaccionar con los carbohidratos en la superficie de las células se
puede llevar a cabo un entrecruzamiento (cross-linking), lo que conlleva al aglutinamiento de
las celulas y a su precipitacion. La aglutinacion de eritrocitos o hemaglutinacion ha encontrado

su uso en la deteccioén y caracterizacion del grupo sanguineo (sistema ABO).*

Estos procesos de aglutinacion y precipitacién causados por lectinas pueden prevenirse o
inhibirse por un carbohidrato por el que la lectina sea especifica; sin embargo, la afinidad de

enlace de una lectina con su carbohidrato generalmente es baja para un solo “dominio de
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reconocimiento de carbohidrato” (DRC), se requieren interacciones multivalentes entre muchos

DRCs y mdltiples carbohidratos para producir una respuesta relevante in vivo.>

La inhibicion de acoplamiento entre lectinas y carbohidratos también encuentran su aplicacion
en los casos en donde la unidn receptor-carbohidrato produce una respuesta celular dafiina para
el organismo, tal es el caso de la toxicidad ejercida por lectinas de plantas o la desregulacion
inmune/invasion de tumores; por lo que el disefio de inhibidores personalizados que impidan el
acoplamiento de lectinas no deseables a las células se ha vuelto un objetivo atractivo en el campo

de la quimica medicinal.

2.2 Antecedentes

2.2.1 Tipos de lectinas

‘ I-type ‘

CD22

P-type

CI-MPR
C-type ‘
Selectin
Galectins
Hepatic
GL lectin M

GL

GL

Outside

%Z%%%%%%%*’%%%%%%%%%%
Inside

ejt el NNN

GL g C

Figura 2.1 Clasificacion de lectinas animales de acuerdo a la estructura de su proteina. Tomado de Essentials of

Glycobiology, 2da edicion.

Las lectinas pueden clasificarse de acuerdo al monosacarido al cual poseen mayor afinidad. De
todos los monosacaridos que se encuentran en la naturaleza, las lectinas reconocen unos pocos,
principalmente manosa, glucosa, galactosa/N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fucosa

y 4cido N-acetilneuraminico.® Las lectinas animales, sin embargo, se clasifican en familias de
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acuerdo a la estructura de la proteina: lectinas tipo C, letinas tipo S (galectinas), lectinas tipo P
y lectinas tipo I (Figura 2.1).

2.2.1.1 Galectinas (Lectinas tipo S)

Las galectinas (GALs) son una familia de lectinas animales con DRCs especificas de [3-
galactosidos, se combinan preferentemente con lactosa y N-acetil-lactosamina. Representan la
clase de lectinas mas ampliamente expresada en todos los organismos y estan implicadas en una
gran diversidad de procesos bioldgicos intracelulares (interactuando con proteinas
citoplasmaticas y nucleares para modular vias de sefializacidn) y extracelulares (interactuando
con glicoproteinas y glicolipidos en la membrana celular y la matriz extracelular) tales como la
adhesion célula-célula, el transporte de vesiculas intracelulares, el crecimiento celular y la

apoptosis.

Se sabe que algunas galectinas (GAL3, GAL9 y GAL12) estan implicadas en el cancer, la
obesidad y la diabetes, en donde juegan diferentes roles fisiol6gicos.® Algunas investigaciones
indican que en el cancer contribuyen a la progresion del tumor a través de una variedad de
mecanismos (transformacion neoplastica, supervivenvia de células tumorales, angiogénesis y
metastasis del tumor, Figura 2.2), mientras los ayudan a escapar de la vigilancia inmune al
modular las respuestas inmunes y antiinflamatorias.® Se ha observado que las galectinas se

encuentran sobreexpresadas en células tumorales y enfermedades de la sangre.

Las galectinas han atraido la atencion de muchos grupos de investigacién debido a su gran
diversidad y amplia distribucion en los organismos. La evidencia de su participacion en diversos
aspectos de la biologia del cancer, ha posicionado a las galectinas como objetivos potenciales

contra el tratamiento de este padecimiento.
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Figura 2.2 GALS3 contribuyendo a la progresion de un tumor. Tomado de Cancer Microenvironment 2008, 1, 43-
51.

2.2.1.2 Lectina tipo C en macrdéfagos

La lectina tipo C de tipo galactosa en macrofagos (MGL macrophage galactose-type C-type
lectin) es un receptor expresado por macréfagos activados y células dendriticas inmaduras
(iCDs), el cual se une a residuos a- 0 -N-acetilgalactosamina (GalNAc) de N- y O-glicanos

transportados por glicoproteinas y/o glicoesfingolipidos.’

Las CDs son las células presentadoras de antigeno mas potentes del sistema inmune. Juegan un
papel esencial en la recepcion de antigenos y antigenos asociados a patdgenos, dirigiendo la
respuesta inmunitaria.® Las CDs se encargan de escanear los cambios en el ambiente a través de
diferentes tipos de receptores para eliminar los nuevos patdgenos, estos receptores son altamente

especializados e incluyen receptores de lectinas tipo C y receptores tipo Toll.

Las lectinas de la membrana celular de las CDs estan involucradas en el reconocimiento,
recepcion y presentacion de sustancias extranjeras glicosiladas. La MGL expresada en iCDs es
la Gnica lectina de tipo C (tipo calcio) que se cree que participa en el reconocimiento/deteccion

de moléculas auto-alteradas y patogenas debido a la especificidad por los monosacaridos
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Gal/GalNAc.® Ademas, las MGLs son capaces de activar las células T y por lo tanto activar la
respuesta inmunitaria. Se ha reportado que la MGL permite a las CDs a percibir la glicosilacion

y a reconocer selectivamente las glicoproteinas asociadas a un tumor.®

Con la importante actividad que la MGL presenta en el mejoramiento del rendimiento de iCD
como células presentadoras de antigenos, mientras que juega un papel como sitio de entrada de

reconocimiento de patdgenos, la MGL ha llegado a ser un objetivo para entrada o bloqueo.*°

2.2.2 Multivalencia

La membrana celular contiene proteinas y carbohidratos presentes en la bicapa lipidica
distribuidos de manera heterogénea que tienen entre otras funciones la de reconocimiento
(comunicar la presencia de nutrientes, toxinas o invasores presentes en el exterior de la célula)
y union celular (acoplamiento entre celulas, con la matriz celular o con patégenos). Estas
funciones se llevan a cabo a través de la union de ligandos especificos a los receptores en la

membrana celular.!

Sin embargo, muchas de estas interacciones no ocurren de manera aislada, sino de manera
multivalente, es decir, mediante la union simultanea de multiples ligandos en una entidad
bioldgica a multiples receptores en otra. Por ejemplo, se sabe que el virus de la influenza se une
a la célula huésped a través de una interaccion polivalente entre la hemaglutinina del virus (HA)
y los residuos de acido sialico (SA) de la célula epitelial bronquial, iniciando con el proceso de
infeccion.!? Estas interacciones pueden ser inhibidas por una molécula que sea de igual manera

polivalente, evitando asi la union del virus con la célula (Figura 2.3).

En lo que a esto respecta, los ligandos multivalentes naturales y sintéticos se han utilizado para
estudiar dos tipos de interacciones con la membrana celular, aquellas interacciones en donde los
ligandos multivalentes evitan la unién ligando-receptor (inhibidores) y aquellas interacciones

en las que la union del ligando multivalente induce una respuesta celular (efectores).
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Los inhibidores multivalentes pueden interferir en una gran variedad de interacciones tales como
la unién célula-célula, célula-matriz celular, célula-virus y célula-toxina; mientras que los
efectores multivalentes son utilizados para entender, analizar y manipular vias de transduccién
de sefiales.

virus

HA

W g amesy

Figura 2.3 Interaccion simultdnea multiple entre virus de la influenza y célula huésped. Tomado de Angew.
Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2754-2794.

Las interacciones polivalentes tienen caracteristicas diferentes a las monovalentes,
generalmente las primeras son mas fuertes que las segundas. Esta mayor afinidad puede
explicarse debido a los diferentes mecanismos de la unién ligando multivalente-receptor, por
ejemplo, los ligandos multivalentes se pueden unir a receptores oligoméricos en la membrana
celular (Figura 2.4 a, efecto quelato) o a multiples receptores difundidos por la bicapa fluida
(Figura 2.4 b, efecto cluster). Ademas, algunas proteinas tienen el sitio de unién principal y un
subsitio de unidn el cual puede ser ocupado por un ligando multivalente (Figura 2.4 ¢, union
subsitio). Finalmente, la gran cantidad de elementos de union en los ligandos multivalentes hace
gue exista una mayor afinidad aun cuando solamente un receptor esté interaccionando (Figura

2.4 d, efecto estadistico).
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Otro efecto de union multivalente relevante es la inhibicion mediante estabilizacion estérica, en
este efecto el tamafio y la capa de hidratacion del ligando multivalente inhibe la unién de otros

ligandos a la célula.'

(a)

%81

(b)

(©)

l

K

(d)

A
Ll el

Current Opinion in Chemical Biology|

Figura 2.4 Mecanismos de interaccién entre ligandos multivalentes y receptores celulares. Tomado de Curr.
Opin. Chem. Biol. 2000, 4, 696-703.

2.2.3 Glicoclusters de lactosa y GalNAc

El grupo del Profesor Murphy en Irlanda, se ha dedicado a la sintesis de glicoclusters derivados
de GIcNAc, GalNAc y lactosa con actividad como inhibidores de lectinas. En estos estudios se
ha observado que la capacidad inhibitoria del derivado depende de la geometria (cambios en el
espaciador y/o posicion de los azlcares deriva en la distancia de los carbohidratos), de la rigidez
de la molécula (mayor actividad con derivados flexibles) y de las caracteristicas quimicas del
espaciador. Ademas, han observado que la actividad de los compuestos es directamente
proporcional al grado de valencia de éstos. De manera que los derivados tetravalentes son mas

activos respecto a los derivados tri- y bivalentes y estos a su vez que los azucares libres.
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En 2009 reportaron la sintesis de lactésidos basados en tereftalamidas, N,N’-
diglucosiltereftalamidas y glicociclofanos y su actividad como inhibidores de la toxina de planta
VAA (Aglutinina Viscum album) y de las lectinas humanas GAL3 y GALA4. El derivado en la
Figura 2.5 mostré mayor actividad como inhibidor de GAL3 con una ICso = 0.6 mM, ademas

mostré mayor proteccion de las células frente a la toxina de planta VAA.3

R\O o
HO 0 OH
K
HN
Ho /1 OH
(e} — R
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OH OH
HN
N
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Figura 2.5 Glicocluster bivalente de lactosa con actividad como antitoxina e inhibidor de GALS3.

Mas tarde en 2012 reportaron la sintesis de clusters de lactosa bi-, tri- y tetravalentes los cuales
fueron probados como antitoxinas de VAA y como inhibidores de galectinas de pollo (CGs),
organismo modelo que permite afiadir informacion a las galectinas humanas. El derivado
tetravalente mostro ser el inhibidor méas activo contra VAA (Figura 2.6), siendo 20 veces mas
potente que la lactosa. Ademas lograron selectividad en las galectinas de pollo al afiadir fucosa

al carbohidrato.*

R R
N-N N-N
o) o o °oH OH
o o — R
o o OH
R\N/ﬁ) KK\N/R

=N N=n
N NH, N

Figura 2.6 Glicocluster tetravalente de lactosa con actividad como inhibidor de lectinas.
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Recientemente describieron la sintesis de glicoclusters de GIcNAc y GaINAc como inhibidores
de MGL humana y galectinas. La bioactividad y selectividad de los compuestos fue probada en
primer lugar con aglutininas de plantas. Una vez mas determinaron que el incremento en la
valencia tiene un efecto en el incremento de la actividad inhibitoria, siendo el derivado

tetravalente el mas potente (Figura 2.7).10

N:N N:N

R/N\% KK/N\R
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AcHN &
\/\;

Figura 2.7 Glicocluster tetravalente de GalINAc con actividad como inhibidor de MGL.

2.2.4 Click chemistry

El término click chemistry se introdujo por primera vez por Sharpless et al. en el 2001 para
designar a una serie de reacciones “poderosas, altamente confiables y selectivas™ para la sintesis
rapida de nuevos compuestos a través de enlaces con heterodtomos (C-X-C).*> Este tipo de
reacciones se caracterizan por tener altos rendimientos, generar subproductos inofensivos y ser

estereoespecificas.

Dentro de las reacciones click podemos encontrar a la cicloadicién 1,3-dipolar de azidas y
alquinos catalizada por Cu(l), esta cicloadicion tiene su origen en la cicloadicion de Huisgen
nombrada en honor a Rolf Huisgen, por ser el primero en estudiar este tipo de cicloadiciones.'®
La reaccion original, descrita por Dimroth,!” implica el uso de temperaturas elevadas y tiene
una nula regioselectividad, dando una mezcla 1:1 de los derivados 4- y 5-sustituidos (Esquema
2.1).
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80-120 °C

Rl= + RZN; ———> \—( 7 \—=/

Esquema 2.1 Cicloadicion de Huisgen.

El mecanismo propuesto por Huisgen y que ahora es generalmente aceptado, es un mecanismo

periciclico concertado, entre el dipolo 1,3 de la azida y el dipolardfilo.

En el 2002, de manera independiente, Sharpless'® y Meldal*® describieron una variante de la
cicloadicion de Huisgen utilizando Cu como catalizador, obteniendo de manera regioselectiva
triazoles 1,4-disustituidos. Esta cicloadicion azida-alquino catalizada por Cu (CuAAC) fue

descrita por Sharpless como la mejor de todas las reacciones click chemistry.

En un principio se propuso un mecanismo mononuclear que incluia la formacion de una

estructura ciclica de 6 miembros con un atomo de cobre (I11) (Esquema 2.2).

N 2
N~ N’R
= R'-=—H
R? H
®
H>}|Cu|
N7 NR RI—==—H
JR— |
={ [Cul
R |Cu|
B@
BH
2
N//N\N’R R1%‘CUI
|
R \CJCUI /\
® 2
— /RZ R -N3
\ N;N\,\{
R'-—=—{Cu]

Esquema 2.2 Mecanismo original propuesto para la CUAAC.

Sin embargo, en el 2013 Fokin mostrd evidencia de un intermediario de cobre dinuclear,?

proponiendo el mecanismo mostrado en el Esquema 2.3. Recientemente, Bertrand et al.?!
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aislaron intermediarios de cobre mono y dinucleares de una CUAAC. De acuerdo al estudio que
realizaron, ambas especies se encuentran presentes en el ciclo catalitico, sin embargo, los

complejos dinucleares se encuentran presentes en el mecanismo cinéticamente favorecido.

N 2 R!'-——H
4 /R
N N 'CUI
= | [Cu]
RanV lcul ~———= pi==y
H® S
N _R2 [Cu]
N/ N/R :
— R'—==cu]
R [Cul

R* R?
el NN ® N2, R®-Ng
N \/I N

Esquema 2.3 Mecanismo binuclear para la CUAAC.

Cabe sefialar que en ambas hipotesis se postula la formacion de un acetiluro de cobre, donde el
cobre aumenta la acidez del alquino terminal, lo que permite su desprotonacion incluso en medio

acuoso.
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2.3 Objetivos

Objetivo general

e Sintetizar nuevos glicoclusters de lactosa y GalNAc.

Objetivos particulares

e Sintetizar los carbohidratos derivados de lactosa y GalNAc con la funcion azida,
necesarios para la reaccion de tipo click chemistry.

e Sintetizar diferentes espaciadores derivados de D-manitol con la funcion alquino.

e Realizar el acoplamiento de los carbohidratos y el espaciador mediante la reaccién de
cicloadicion azida-alquino catalizada por cobre (CUAAC).

e Sintetizar derivados bivalentes y tetravalentes, a partir de los carbohidratos y
espaciadores sintetizados.

e Caracterizar por métodos fisicos y espectroscopicos los nuevos derivados.

e Evaluar los nuevos glicoclusters como inhibidores de galectinas y lectina tipo C en
macrofagos.
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2.4 Discusion de resultados

Para la sintesis de los glicoclusters se utilizd b-manitol (43) como espaciador, pues los alcoholes
que posee nos permitieron disefiar ligandos con diferentes valencias y posiciones. Se utilizaron
lactosa (44) y clorhidrato de D-galactosamina (45) como materias primas para la sintesis de los
carbohidratos que fueron unidos al b-manitol a través de la reaccion de tipo click chemistry de

cicloadicion azida-alquino catalizada por cobre (CUAAC) (Esquema 2.4)

OH
H‘é& g
O o)
HO OFE&S,OH
OH OH
OH OH 44
~ OH - .
HO Y + —_— Glicoclusters
OH OH HO OH
43 O
HO OH
NH,HCI
45

Esquema 2.4 Materias primas para la formacion de glicoclusters.

2.4.1 Sintesis de carbohidratos

El primer paso en la sintesis de los glicoclusters fue la formacion de los aztcares con la funcion
azido necesaria para el acoplamiento de tipo click chemistry. El derivado de lactosa se sintetiz6
con un rendimiento global del 83%, mientras que el derivado de GalNAc se obtuvo con un

rendimiento del 39%.

2.4.1.1 Sintesis del derivado de lactosa

La sintesis del derivado de lactosa se realizd en dos pasos. En primer lugar, los alcoholes del
azucar se acetilaron utilizando Ac20 y H2SO4 catalitico a temperatura ambiente por 10 minutos,

dando como unico producto el derivado 46 en un 99% de rendimiento. El derivado 46 se obtuvo
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como una mezcla de isomeros o/f en una relacion 2:1 que fueron utilizados en la siguiente
reaccion. Posteriormente, la formacion del derivado 47 se realizé utilizando TMSN3 como
fuente de azida y SnCls, siguiendo la metodologia reportada por Cagnoni et al.?? El producto se
obtuvo despues de 18 h en agitacion a temperatura ambiente, obteniendo como Unico producto

el derivado 47 (Esquema 2.5).

AcO OAc OAcC
%o AORRe0 e one - c0
a6

Esquema 2.5 Sintesis del derivado de lactosa. Reactivos y condiciones: a) Ac20, H2SOy4, t.a., 10 min, 99%; b)
TMSNs, SnCls, CH2Cl,, t.a., 18 h, 84%.

El espectro de RMN de *H mostrd el proton anomérico en 4.61 ppm (J = 8.8 Hz) lo que nos
permitid determinar la configuracion de 47 como el anomero 3. EI mecanismo de formacion del
anomero se muestra en el Esquema 2.6 y se explica debido a la asistencia anquimérica ofrecida
por el grupo acetato en C-2, el cual impide el ataque de la azida por la cara a. LoS
desplazamientos de las sefiales de RMN de H y *3C fueron comparados con los reportados en

la bibliografia.?

&Qf o /éw ﬁ
- AcO Ohc AcO AcO ~— A AcO
Aco PAC OAc 5 Aco PA° OAc
(6] le) (- N3 O o
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c o) O) OAc OAc
/ ® 47

Esquema 2.6 Mecanismo de formacion de la azida de lactosa 47.

2.4.1.2 Sintesis del derivado de GalNAc

La sintesis del derivado de GalNAc se realizd mediante una metodologia de 5 pasos a partir de
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clorhidrato de D-galactosamina 45. En primer lugar, la formacion de la galactosamina
peracetilada 48 se llevo a cabo utilizando condiciones clésicas de acetilacion con anhidrido
acetico y piridina. El producto se obtuvo después de 21 h en agitacion a temperatura ambiente
en un 73% de rendimiento. La sintesis de los derivados 49 y 50 se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Knapp et al.?* El azlcar protegido 48 se traté con el reactivo de
Lawesson [2,4-bis(4-metoxifenil)-1,3-ditia-2,4-difosfetano-2,4-disulfuro] durante 3 h a 80 °C,
obteniendo el derivado de tiazolina 49 en un 66% de rendimiento. Posteriormente, se hidrolizd
el anillo de tiazolina utilizando una mezcla TFA-H20 obteniendo el tiol 50 de manera
cuantitativa. EI derivado 50 se alquil6 utilizando 1,2-dibromoetano y K>COs, de acuerdo a la
metodologia descrita por André et al,” obteniendo el derivado bromado 51 en 80% de
rendimiento. Finalmente, la sintesis del derivado 52 se realiz6 siguiendo la metodologia descrita
por Tropper et al.?® utilizando NaNs y TBAHS como catalizador de transferencia de fase en un

medio bifasico, obteniendo la azida 52 en 97% de rendimiento (Esquema 2.7).
OAc OAc

HO OH ACO OAc AcO AcO .
&&, : 2 OA - AcO - : 2
OH &Wm c c AcO
HO AcO S AcHN
5
48

4 NH,HCI NHAc N= SH
49 \< 50

A
AcO OAc ACO OAc
e
o —— o
Aco% ACO%
AcHN AcHN
S\/\ S
51 Br 52 N,

Esquema 2.7 Sintesis del derivado de GalNAc. Reactivos y condiciones: a) Ac;0, piridina, 0 °C - t.a., 21 h,
73%; b) Reactivo de Lawesson, tolueno, 80°C, 3 h, 66%; ¢) TFA-H,O, MeOH, 0 °C - t.a., 2 h, cuantitativo; d)
K2CQs, 1,2-dibromoetano, acetona-H,0, t.a., 3 h, 80%; e) NaNs;, TBAHS, CH.Cl,-NaHCO; ac., t.a., 4 h, 97%.

Los espectros de RMN de *H y 3C de los derivados sintetizados se compararon con los
reportados en la bibliografia,>>3*3 excepto por el derivado 49 que fue caracterizado

completamente.

El mecanismo de reaccion de la tionacién y de la ciclacidén 5-exo-tet se muestran en el Esquema

2.8. El reactivo de Lawesson en solucion esté en equilibrio con dos iluros ditiofosnina, los cuales
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reaccionan con el carbonilo de la acetamida 48 para formar un intermediario ciclico de cuatro
miembros que se descompone para formar el correspondiente derivado 53 (no aislado).
Finalmente, se lleva a cabo la ciclacion espontanea intramolecular entre el azufre de la tioamida
y el carbono anomérico de la galactosa para formar el biciclo 49. El ultimo paso de reaccién
difiere al mostrado para la formacion del derivado 47 que implica la formacion de un ion
oxocarbenio, pues se ha demostrado que en esta reaccion el anomero a no cicla bajo estas

condiciones.?’

Reactivo de Lawesson

OAc AcO

AcO
AcO ~ OA&%/P‘@’OMe AcO HN /@§
48 7;0 %O_EQOMG

S
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AC(&/ Acoggom’ Aco PR
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NH HN \ S
. 53 49 \<
E3-)-om
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Esquema 2.8 Mecanismo de formacién del compuesto 49.

2.4.2 Sintesis de espaciadores

La sintesis de los espaciadores con la funcion alquino, necesaria para el acoplamiento de tipo

click chemistry, se realizo a partir de b-manitol (43).

Se sintetizo un espaciador bivalente (Esquema 2.9) y dos espaciadores tetravalentes (Esquemas
2.10 y 2.11) con rendimientos globales del 12-40% a partir de 43 después de 4 0 5 pasos.
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2.4.2.1 Sintesis del derivado bivalente 57

Para la sintesis del espaciador bivalente se realizaron una serie de protecciones y
desprotecciones de los alcoholes del b-manitol (43) basandonos en la diferente reactividad que

poseen para unir el grupo propargilo Unicamente en los OH primarios.

En primer lugar, se realizd la proteccion selectiva de los alcoholes primarios de 43 con el grupo
protector MMT (2.1 eq) en medio basico, siguiendo la metodologia descrita por Matos y
Murphy.?® La reaccién se realizd6 de manera sencilla y a temperatura ambiente. El grupo
protector voluminoso permitié obtener el derivado 54 como producto mayoritario en un

rendimiento moderado. Un incremento en el tiempo de reaccion no produjo mejores resultados

(Esquema 2.9).
OH OH OH OH X OBn OBn .
: a : L 2 A OMMT =
HO < OH TMMO Y OMMT TMMO H 3
OH OH OH OH OBn OBn
43 54 55
OBn OBn d OBn OBn _
‘_OH ——— " _O0_FZ
L P
OBn OBn OBn OBn
56 57

Esquema 2.9 Sintesis del espaciador bivalente 57. Reactivos y condiciones: a) MMTCI, DMAP, piridina, 0 °C
- t.a., 48 h, 60%; b) BnBr, NaH, DMF, 0 °C - t.a., 3 h, 92%; c) H2SO., MeOH-CH,Cly, t.a., 24 h, 90%; d)
NaH, bromuro de propargilo, DMF, 0 °C - t.a., 47 h, 80%.

Los espectros de RMN se compararon con los reportados en la bibliografia, en ellos se pudieron
observar las sefiales a frecuencias altas (6.68-7.32 ppm y 113.3-158.7 ppm) correspondientes a
los protones y carbonos aromaticos, asi como una sefial a frecuencias bajas (3.64 y 55.3 ppm)

perteneciente a los protones y carbono del grupo metilo.

Una vez protegidos los alcoholes primarios en el derivado 54, los alcoholes secundarios se
sometieron a condiciones de bencilacion (BnBr, NaH) para obtener el compuesto 55 después de

3 h en excelente rendimiento. El espectro de RMN de *H mostr6 las nuevas sefiales a frecuencias
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altas correspondientes a los protones aromaticos del bencilo, ademéas se observaron 4 sefiales
dobles entre 4.34-4.76 ppm pertenecientes a los protones diastereotdpicos de los CH2-Ph de las
posiciones C-2 y C-3. En el espectro de 3C las sefiales pertenecientes al CH; de este grupo se
observaron en 71.6 y 73.7 ppm. Las demaés sefiales se compararon con las reportadas en la

bibliografia.?®

La eliminacion del MMT para desproteger los alcoholes primarios se realizé siguiendo la
metodologia reportada por Matos y Murphy,?® utilizando H2SO4 por 24 h para obtener el
derivado 56 en excelente rendimiento. Los espectros de RMN mostraron la ausencia de las
sefiales correspondientes a los grupos aromaticos y al metilo del MMT, y fueron comparadas

con las reportadas en la bibliografia.

Los alcoholes primarios del derivado 56 se propargilaron bajo condiciones anhidras y a
temperatura ambiente por 47 h, utilizando 2 equivalentes por alcohol de NaH como base y de
bromuro de propargilo como agente alquilante para obtener el espaciador bivalente 57 en 80%

de rendimiento.

Los espectros de RMN de 57 muestran las sefiales correspondientes al grupo propargilo. En el
espectro de H se observa una sefial doble en 4.11 ppm perteneciente a los protones CH,C=CH,
mientras que el proton de alquino CH2C=CH se observa como una sefial triple en 2.34 ppm,
ambas con un acoplamiento de largo alcance “Jun = 2.3 Hz (Figura 2.9, Espectro 64). Los
carbonos de este grupo se observan en el espectro de *C en 58.6 ppm (CH2C=CH), 74.7 ppm
(CH2C=CH) y 79.9 ppm (CH2C=CH) (Espectro 65).
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Figura 2.9 Protones pertenecientes al grupo propargilo del derivado 57.
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2.4.2.2 Sintesis del derivado tetravalente simétrico 62

Para la sintesis de los espaciadores tetravalentes se protegieron los alcoholes del b-manitol (43)
formando acetales. La desproteccién de diferentes alcoholes permitié introducir el grupo
propargilo en cuatro posiciones diferentes. En este primer paso, se hizo reaccionar el derivado
43 con acetona en medio &cido protegiendo todos los alcoholes de la molécula, siguiendo la
metodologia reportada por Yadav y Agrawal.?® El derivado 58 se obtuvo después de 41 h de

reaccion en un 67% de rendimiento (Esquema 2.10).

HO

><O53 >< HO OHHO OH 3 b HO OH
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I
" QJ = d \ O><:° _///
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Esquema 2.10 Sintesis del espaciador tetravalente 62. Reactivos y condiciones: a) Acetona, H,SOq, t.a., 41 h,
67%; b) AcOH, MeOH, t.a., 1h, 44% para 59 y 23% para 60; ¢) Bromuro de propargilo, NaH, DMF, 0 °C - t.a.,
25 h, 94%; d) HCI 1M, MeOH, reflujo, 2.5 h, 94%

Los grupos isopropilideno se observaron en el espectro de RMN de H en 1.36 ppm (6H), 1.39
ppm (6H) y 1.43 ppm (6H) como sefiales simples. En el espectro de 3C los metilos se
observaron en 25.4 ppm, 26.6 ppm y 27.6 ppm, mientras que los carbonos cuaternarios se
observaron en 109.7 ppmy 110.3 ppm. Los espectros de RMN, asi como los demas datos fisicos

y espectroscopicos se compararon con los reportados en la bibliografia.

La eliminacion de los acetales en el derivado 58 se realizd siguiendo la metodologia descrita
por Cheny Xie.3° Se utilizé una solucion acuosa de AcOH al 30% por 1 h, obteniendo la mezcla

de derivados parcialmente desprotegidos 59 y 60 en una relacion 2:1 y recuperando el 9% de
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materia prima. En ambos casos se puede observar que los dioxolanos menos impedidos se
hidrolizaron preferentemente. Las diferentes posiciones de los alcoholes desprotegidos
permitieron realizar dos tipos de espaciadores para dar lugar a glicoclusters tetravalentes
simétricos y asimétricos. Los datos fisicos y espectroscopicos de ambos derivados se

compararon con los reportados en la bibliografia.3%31

Finalmente, la sintesis del espaciador tetravalente simétrico 62 se realizé a partir del derivado
59. La propargilacion de los alcoholes y la posterior hidr6lisis del dioxolano permitio obtener
el espaciador deseado. En un primer paso, el derivado 59 se trat6 con NaH y bromuro de
propargilo por 25 h para introducir el grupo propargilo en las posiciones 1, 2, 5 y 6, obteniendo

el derivado 61 en un excelente rendimiento.

Los espectros de RMN muestran las sefiales pertenecientes a los grupos propargilo. A diferencia
del derivado 57, el mayor grado de sustitucion en la molécula hace que en el espectro de *H los
protones diastereotdpicos CH2C=CH, aparezcan como sefiales dobles de dobles con Jgem = 16.0
Hzy “Jnn = 2.4 Hz.

En el espectro A de la figura 2.10 se observan los protones CH.C=CH de la posicion C-2,
mientras que en la B se muestran los de la posicion C-1 traslapados con una sefial en 4.14 ppm.
Por su parte, los protones del alquino CH2C=CH aparecen en 2.42 ppm (t) para C-1 y en 2.44
(t) para C-2 (Espectro 66). La simetria de la molécula permite obtener una menor cantidad de

sefiales.

442 440 438 436 4.18
f1 (ppm) f1 (ppm)
Figura 2.10 Protones pertenecientes a los metilenos de los grupos propargilo en 61.
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La eliminacién del acetal mas impedido se realizé utilizando HCI 1M a reflujo por 2.5 h,
obteniendo el diol 62 en un excelente rendimiento. En el espectro de RMN de H se observa
como sefial mas evidente de la formacion de este derivado una sefial doble en 2.84 ppm (2H)
perteneciente a los protones de los alcoholes, ademas la ausencia del singulete a frecuencias

bajas perteneciente a los metilos del acetal confirmé el producto (Espectro 68).

El derivado 62 fue utilizado como espaciador en los glicoclusters tetravalentes simétricos

derivados de lactosa y del derivado de a-GalNAc.

2.4.2.3 Sintesis del derivado tetravalente asimétrico 65

Para la sintesis del espaciador asimétrico se utilizé el diol 60. En primer lugar, se protegieron
los hidroxilos de 60 con un grupo bencilo, utilizando NaH y BnBr por 3 h para dar el derivado
63 en un excelente rendimiento (Esquema 2.11).

O><O OH an |ﬁ

B b c O OBn

/_)_52_1\ - HO/\;/H/\/OBn —_— /\O/\/H/?\/OBn
OH OH 7

0. 0 RO OR

o o
X _ 64 ( 65 1
Rt [N

63 R=Bn

\

Esquema 2.11 Sintesis del espaciador tetravalente 65. Reactivos y condiciones: a) BnBr, NaH, DMF, 0 °C >
t.a., 3 h, 94%; b) HCI 1M, MeOH, reflujo, 3 h, 88%; ¢) Bromuro de propargilo, NaH, DMF, 0 °C - t.a.,, 18 h,
94%.

En la Figura 2.11 se muestra una parte del espectro de RMN de H (Espectro 70),
especificamente la region de los CH2Ph en donde se observa que la sefial de los metilenos del
bencilo en C-1 es diferente a los de C-2. Los protones del primero aparecen como una sefial
simple en 4.54 ppm, mientras que los de C-2 aparecen como sefiales dobles en 4.68 y 4.78 ppm.
Al observar la molécula se puede deducir que los protones que aparecen como un singulete

tienen un ambiente quimico similar al encontrarse lejanos a los acetales y al final de la cadena
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con libre giro, por el contrario, los protones acoplados tienen una mayor restriccion en la

conformacién. Este efecto desaparece al eliminar los acetales.

4.5394

1.00—

1.0t

4.85 4.80 4.75 4,70 4,65 4,60 4,55 4.50 4.45
f1 (ppm)

Figura 2.11 Protones pertenecientes a los metilenos de los grupos bencilo en 63.

La eliminacién de ambos acetales en el derivado 63 se llevo a cabo mediante el uso de HCI 1M

a reflujo por 3 h, para dar el tetraol 64 como producto mayoritario en buen rendimiento.

Los espectros de RMN mostraron como sefial de la obtencion del producto la desaparicion de
los metilos y de los carbonos cuaternarios de los grupos isopropilideno en aproximadamente
109 ppm (Espectros 72y 73).

Por altimo, la formacién del espaciador asimétrico se consiguié mediante la propargilacién de
los hidroxilos en el derivado 64 utilizando NaH y bromuro de propargilo, obteniendo un

excelente rendimiento.

Las sefiales caracteristicas de RMN de los grupos propargilo en 65 evidenciaron la formacion
del producto (Espectros 74 y 75), sin embargo, a diferencia de los espaciadores simétricos la
asignacién de cada sefial conllevo un estudio mas cuidadoso de los espectros de dos dimensiones
COSY, HSQC y HMBC.
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2.4.3 Sintesis de glicoclusters

El acoplamiento entre los carbohidratos y los espaciadores sintetizados se llevo a cabo mediante
la reaccion tipo click chemistry de cicloadicion azida-alquino catalizada por cobre (CUAAC). El
catalizador de Cu(l) necesario para la CUAAC se generd in situ a partir de una sal de cobre(ll)
y acido ascorbico como agente reductor. La posterior eliminacion de los grupos protectores en

el espaciador y/o en los carbohidratos proporciond los glicoclusters finales.

2.4.3.1 Sintesis del glicocluster bivalente de lactosa 68

La sintesis del glicocluster bivalente de lactosa 68 se realizé en tres etapas (Esquema 2.12). El
primer paso fue el acoplamiento entre el espaciador bivalente 57 y la azida de lactosa 47
mediante el tratamiento con CuSO4-5H,0 y ascorbato de sodio por 18 h, para obtener el
derivado 66 en excelente rendimiento. En los espectros de RMN se observan las sefiales
pertenecientes al espaciador y al azucar protegidos, ademas se puede observar el proton del
triazol formado como una sefial simple en 8.07 ppm (Espectro 76) y los carbonos del heterociclo
en 124.1y 146.7 ppm (Espectro 77).

Posteriormente, el derivado 66 se hidrogend cataliticamente y en condiciones &cidas durante 4
dias para obtener el compuesto desbencilado 67 como producto mayoritario. Los disolventes
utilizados tanto en la reaccién como en la purificacion del derivado 67, asi como el H2O del
ambiente no pudieron eliminarse completamente del compuesto incluso después de liofilizarse
varias veces, los espectros de RMN (Espectros 78 y 79) muestran sefiales intensas de H>O (en
4.92 ppm), MeOH (3.35 y 49.8 ppm) y trazas de CH.Cl> (5.48 y 54.8 ppm) por lo que el
rendimiento experimental no fue determinado en este paso. Pese a esto, el compuesto 67 se

obtuvo como una espuma blanca.
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Esquema 2.12 Sintesis del glicocluster bivalente de lactosa 68.

Finalmente, el glicocluster 68 se obtuvo como Unico producto después de la eliminacién de los
grupos acetato mediante el tratamiento con NaOMe por 2 h. Dada la polaridad de la molécula,
la purificacion se realizé por cromatografia en fase inversa, eluyendo primeramente con H.0O
para eliminar las sales y posteriormente con una mezcla 1:1 H>O-acetonitrilo. El derivado 68 se
obtuvo en un 34% después de dos pasos. Los espectros de RMN se obtuvieron en DMSO-de
(Espectros 80y 81), por lo que puede observarse el acoplamiento de los OH de la molécula con

los protones vecinos.
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2.4.3.2 Sintesis del glicocluster bivalente de GalNAc 69

La reaccion de acoplamiento entre el espaciador bivalente 57 y el derivado de a-GalNAc 52
produjo el derivado bivalente 69 en un 95% después de 1 h de reacciéon (Esquema 2.13). Las
sefiales de RMN correspondientes al anillo de triazol en 7.44, 122.8 y 145.4 ppm confirmaron
el acoplamiento de ambas moléculas (Espectros 82 y 83). Para la eliminacion de los grupos
bencilo, el glicocluster bivalente protegido 69 se sometié a condiciones de hidrogenacion
catalitica a 1 atm de presion, sin embargo, después de 8 dias de reaccién la ccf mostrd la

formacion de maultiples derivados parcialmente desprotegidos.

AGO OAc
OBn OBn I0)
W’Vo\/ +  AcO
= 07 AcHN g
OBn OBn ~N
52 3
57 CuSO0,-5H,0, ascorbato de sodio
THF-H,O, ta., 1h
95%
AcO OAc
=N
AcO 5 gon 98n o N/ N
s NS (6] Y 0
AcHN 5/ N=N OBn OBn OAc
69 AcO OAc
H,, 10% Pd/C, AcOH
MeOH-AcOEt, t.a., 8 dias
AcO OAc
OH OH N=N, S
ro~ o N
S N/ﬁ/\o : 0
AcHN 5/ T\ o OH OH Ohe
AcO OAc

70
Esquema 2.13 Sintesis del glicocluster bivalente protegido 69.

Se sabe que los compuestos que tienen atomos de nitrdgeno en su estructura con pares
electronicos libres se adsorben fuertemente en el catalizador, desactivandolo. Sin embargo, la
adicion de un acido generalmente incrementa la velocidad de hidrogenacion al protonar a los

nitrégenos.3? En esta reaccion la adicién de acido acético no produjo ningun cambio, pues a
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diferencia del derivado 66 el compuesto 69 posee un tioglicdsido en su estructura, y se ha
demostrado que numerosos derivados de S desactivan o envenenan el catalizador evitando asi

la completa hidrogenacion.*?

2.4.3.3 Sintesis del glicocluster tetravalente de lactosa 72

La sintesis del derivado tetravalente simétrico de lactosa se llevo a cabo utilizando el espaciador

tetravalente 62 y 1.1 equivalentes de azida de lactosa 47 por cada grupo propargilo (Esquema

2.14).
JI
OH © P Aco PA°
S 0
o é& &&
//\ & OH AcO RCO = N3
62
]

THF-H,0, ta., 5 h
71%

| CuS0y4-5H,0, ascorbato de sodio

NaOMe
MeOH, t.a., 4 h
96%

71 R=Ac
72 R=H

RO OR

Esquema 2.14 Sintesis del glicocluster tetravalente de lactosa 72.
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La reaccion de CUAAC se realizé utilizando una cantidad equimolar de CuSQO4 y ascorbato de
sodio, sin embargo, después de 3 h en agitacion fue necesario afiadir 0.1 mmol més del agente
reductor para que la reaccion continuara. El glicocluster protegido 71 se obtuvo como producto
mayoritario en un 71% de rendimiento. Los espectros de RMN muestran las sefiales de los
anillos de triazol que estan unidos en C-1y C-2 y que tienen desplazamientos similares a los
descritos anteriormente (Espectros 84 y 85).

La desproteccion final de los azucares mediante el tratamiento con NaOMe por 4 h, genero el
glicocluster final 72 en un excelente rendimiento. La purificacion del derivado se realiz6 por

cromatografia en fase inversa utilizando H.O y acetonitrilo-H20.

Los espectros de RMN muestran una mayor cantidad y complejidad de sefiales debido a la
cantidad de atomos en la molécula y al acoplamiento de los protones de los OH, sin embargo,
gracias a la simetria de la molécula y a la ayuda de espectros de 2D fue posible asignar cada

sefial en los espectros (Espectros 86 y 87).

Para conocer como se afectaba la actividad inhibitoria al realizar un cambio en la conformacion
de los derivados tetravalentes, se disefid el glicocluster con conformacidn restringida 74. Para
la sintesis del derivado se realizd primeramente la desproteccién de la lactosa 47 utilizando
NaOMe por 1 h, obteniendo el azicar 73 en un 84% de rendimiento. La reaccion de
acoplamiento entre el azUcar 73 y el espaciador restringido 61 se mantuvo a t.a. por 1 dia'y
posteriormente a 60 °C en microondas utilizando los reactivos ya establecidos para la formacion
del anillo de triazol. Después de 2 h de reaccion se observo la formacion de un derivado menos
sustituido que no pudo ser identificado.

El derivado 74 no se formo debido probablemente al alto impedimento estérico en la molécula
derivado de la conformacion restringida del espaciador (Esquema 2.15).
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CuS04'5H,0, ascorbato de sodio
THF-H,O, MW 60 °C, 120 W, 2 h

Esquema 2.15 Ensayo para la sintesis del glicocluster tetravalente 74.

2.4.3.4 Sintesis del glicocluster tetravalente de GalNAc 76

La sintesis del derivado tetravalente de GalNAc se realizd6 mediante el acoplamiento entre el
espaciador tetravalente 62 y el derivado de GalNAc 52. El glicocluster acetilado 75 se obtuvo
con rendimiento moderado despueés de 1.5 h de reaccion (Esquema 2.16). El espectro de RMN
de H muestra las sefiales pertenecientes al espaciador entre 3.69 y 3.87 ppm v las sefiales del
azUcar entre 4.09 y 5.75 ppm, mientras que las sefiales pertenecientes a los anillos de triazol se
observan en 7.78 y 7.79 ppm para los heterociclos unidos en C-2 y C-1, respectivamente. Las

demas sefiales de la molécula, asi como las sefiales de *C pueden observarse en los Espectros
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La desacetilacion de los azucares en el glicocluster se realizd6 mediante el uso de NaOMe 1M
por 4 h. Después de la cromatografia en fase inversa se obtuvo el derivado tetravalente 76 en un
buen rendimiento. Los espectros de RMN muestran la desaparicion de las sefiales pertenecientes

a los acetatos en alrededor de 1.99, 20.9 y 170.0 ppm (Espectros 90 y 91).
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Esquema 2.16 Sintesis del glicocluster tetravalente de GalNAc 76.
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2.4.3.5 Sintesis del glicocluster tetravalente de lactosa 78

El glicocluster tetravalente asimétrico se sintetiz0 a partir del espaciador 65 y la azida de lactosa
47. El acoplamiento mediante la CUAAC se realizd después de 7 h de reaccion para obtener el
derivado 77 como producto mayoritario en 82% de rendimiento. La obtencion del glicocluster
totalmente desprotegido no fue posible debido a la dificultad para desbencilar el compuesto 77,
el cual fue sometido a hidrogenacién catalitica en medio acido por 6 dias obteniendo el producto
desbencilado 78 en un 25% (Esquema 2.17). El alto grado de impedimento estérico de la
molécula seguramente dificulta la adsorcion sobre el catalizador disminuyendo

considerablemente el rendimiento de la reaccion.

O OBn OAc OAc

5 /é&/N
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RO  ORy
Esquema 2.17 Sintesis del glicocluster tetravalente asimétrico 79.
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Con estos resultados y ya que es mas importante la desproteccion del azucar que la del manitol
para la evaluacion de la actividad bioldgica, se procedid a la desacetilacion de los azucares a
partir del derivado 77 utilizando NaOMe por 4 h, obteniendo el glicocluster final 79 en un
excelente rendimiento. La cantidad de &tomos de la molécula aunada a la falta de simetria y al
uso de DMSO-ds como disolvente dificulto la asignacion de las sefiales en los espectros de RMN
(Espectros 96 y 97).

2.4.4 Actividad bioldgica

La actividad bioldgica fue evaluada en la Universidad Ludwig-Maximilians en Munich,

Alemania por el grupo del Profesor Hans-Joachim Gabius.

El derivado tetravalente de GalNAc 76, fue evaluado dentro de un panel de seis glicoclusters
gue poseen este mismo carbohidrato (de bi- a tetravalentes) como inhibidor de cuatro lectinas
con especificidad por ese monosacérido: dos lectinas tetravalentes de leguminosa: aglutinina de
Dolichos biflorus (DBA) y aglutinina de soya (SBA), una lectina hexamérica de la glandula de
albumina del caracol comestible (o de vifia) (Helix pomatia (HPA)) y la lectina humana de tipo
C de tipo galactosa en macréfagos (MGL) en dos formas disefiadas: como dominio de
reconocimiento de carbohidrato monomérico libre (CRD) y como CRD extendido por el tallo

de hélice o superenrollada del receptor transmembrana que confiere su trimerizacion.

Los ensayos se realizaron sobre tejido de yeyuno de murino, mientras el estudio histoquimico

de lectina se realizd por microscopia Optica y microscopia de fluorescencia.

Mediante este estudio se mostré la influencia de los parametros de los glicoclusters (estructura
del ndcleo y valencia) y de las lectinas (arquitectura, especificidad fina y valencia) en la
actividad biologica, en dos poblaciones celulares, ademas fue posible evaluar la actividad de los

glicoclusters en lectinas individuales probadas en mezclas, tal como se encuentran in situ.
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El ensayo disefiado permite predecir la eficacia de inhibidores de lectinas (glicoclusters) in vivo,
sin las limitaciones encontradas en los ensayos comunmente utilizados®*, los cuales no
representan la complejidad natural de los tipos de células ni la complejidad espacial y estructural
de los glicoconjugados. Ademas, en comparacion con las evaluaciones en cultivos celulares, el
tejido asegura el andlisis de las células en su microambiente. Por otro lado, la imitacion de la
ocurrencia natural de lectinas en mezclas permitira rastrear las consecuencias, no bien definidas
hasta ahora, de la competencia por sitios de union y reactividad cruzada de glicoclusters entre

lectinas.

La confiabilidad y sensibilidad de este ensayo, asi como la posibilidad de realizarlo sobre
cualquier tipo de tejido, lo hace una herramienta a considerar antes de realizar la evaluacion de
los glicoclusters in vivo, por ejemplo, para minimizar los solapamientos hacia los sitios de unién

mediante refinamientos estructurales de los inhibidores.3>
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2.5 Conclusiones

Se sintetizaron tres diferentes espaciadores bi- y tetravalentes con la funcion alquino a partir del
D-manitol. Ademas, se sintetizaron dos azlcares con la funcién azida derivados de lactosa y
GalNAc.

A partir de los espaciadores y los azucares sintetizados, se obtuvieron 4 nuevos glicoclusters
finales con diferentes valencias y distancias entre los carbohidratos mediante la reaccion
CuAAC

Los derivados finales, asi como los compuestos intermediarios no reportados fueron

caracterizados por métodos fisicos y espectroscopicos.

El derivado tetravalente de GalINAc 76 se utilizé en el disefio de un ensayo para determinar la
actividad de inhibidores de lectinas y predecir su eficacia in vivo.

Los glicoclusters derivados de lactosa siguen siendo evaluados como inhibidores de lectinas en
la Universidad Ludwig-Maximilians en Munich, Alemania por el grupo del Profesor Hans-

Joachim Gabius.

Los resultados de las pruebas bioldgicas proveeran informacion para el disefio y sintesis de

futuros inhibidores.
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2.6 Desarrollo experimental

2.6.1 Métodos generales

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro Schmidt & Haensch Unipol L 1000. Los
espectros de RMN fueron obtenidos en un instrumento Varian Inova 500 MHz. Los
desplazamientos quimicos se reportan en ppm (8) y los espectros fueron referenciados de
acuerdo al valor de los picos residuales de cada disolvente: CDCl3 (7.26 y 77.16 ppm), CD30D
(3.31 y 49.0 ppm) y DMSO-ds (2.50 y 39.52 ppm) para RMN de *H y 3C respectivamente. Los
valores de las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz). Las sefiales de RMN
de tH y 13C fueron asignadas con ayuda de los experimentos de RMN de 1D y 2D (APT, COSY,
HSQC y HMBC). Los espectros de masas de baja y alta resolucion fueron obtenidos por ESI
utilizando un espectrometro Waters LCT Premier XE. La cromatografia en columna se realizo
utilizando gel de silice 60. La cromatografia de fase inversa se llevo a cabo utilizando gel de
silice C1g. La ccf se realizd utilizando placas comerciales de gel de silice 60 F2s4 y gel de silice
Cus. Para el revelado de las placas se utilizé la radiacion con luz ultravioleta de onda corta de
254 nm, H2S04 (ac), ninhidrina en EtOH y/o una solucion de molibdato.
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2.6.2 Métodos de sintesis, datos fisicos y espectroscopicos de los compuestos obtenidos

AcO OAc OAc
(0]
ACO&/O/&“ OAc
OAc AcO OAc

1,2,3,6,2°,3°,4°,6°-Octa-O-acetil lactosa (46). Una suspension de lactosa (44, 0.5 g, 1.46 mmol)
en Ac20 (1.3 mL, 14.0 mmol) se agitd por 5 min y se afiadido HSO4 conc. (1 gota), con lo que
la temperatura de la reaccion aumento. La reaccion se enfrié a t.a. y se afladié CH2Cl (2.5 mL).
La mezcla resultante se agit6 por 10 min a t.a., posteriormente se afiadié H2O (3 mL) y se agit6
toda la noche. La reaccion se lavo con una solucion saturada acuosa de NaHCOs (3x5 mL) y
salmuera (2x5 mL). La fase organica se seco sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se concentro a
sequedad. Se obtuvo el compuesto 46 como un so6lido blanco (0.98 g, 99%) y se usé en el

siguiente paso sin mayor purificacion.

AC(@; ¢
& 0
AcO O&N
OAc AcO OAcC ’

2,3,6,2°,3°,4°,6’-Hepta-O-acetil-B-lactosil azida (47). Se sintetiz6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Cagnoni et al.?? A una solucion de lactosa peracetilada 46 (0.93 g, 1.37 mmol) en
CH2Cl; anhidro (11 mL) se afiadi6 TMSN3z (0.36 mL, 2.7 mmol) y SnCl4 (98 uL, 0.84 mmol)
bajo Ar. La mezcla de reaccidén se mantuvo en agitacion a t.a. por 18 h, posteriormente se lavo
con una solucion saturada acuosa de NaHCO3 (3x10 mL) y con salmuera (2x10 mL), la fase
organica se seco sobre Na>SO4 anhidro, se filtrd y se concentrd a sequedad. El residuo se purifico
por cromatografia en columna (7:3 ciclohexano-AcOEt) para dar el derivado 47 como una
espuma blanca (0.76 g, 84%). Los datos espectroscopicos se compararon con los reportados en

la bibliografia.?
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AcO OAc
0]
AcHN

2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-f-D-galactopiranosa (48). A una suspension de
clorhidrato de D-galactosamina (45, 1.0 g, 4.64 mmol) en piridina (15 mL) a 0 °C, se afiadio
lentamente Ac20 (3.7 mL, 39.1 mmol). La reaccidn se mantuvo en agitacion toda la noche a t.a.
Posteriormente, el disolvente se evaporo y el residuo se recristaliz6 con MeOH para dar el
compuesto 48 como cristales blancos (1.38 g, 77%). Los datos espectroscopicos se compararon

con los reportados en la bibliografia.3®

AcO PAc

(0]
AcO

-

\<
(3aR,5R,6R,7R,7aR)-5-(Acetoximetil)-6,7-diacetoxi-2-metil-5,6,7,7a-tetrahidro-3aH-
pirano[3,2-d]tiazol (49). Se sintetiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Knapp et al.?’
A una suspensién del compuesto 48 (1.39 g, 3.56 mmol) en tolueno (20 mL) se afiadi6 el reactivo
de Lawesson (1.24 g, 3.06 mmol). La mezcla se coloco en agitacion a 80 °C por 4 h, se enfrié a
t.a. y se neutralizd con NaHCOs (146 mg). El solido se filtro y el tolueno se evapord hasta
reducir su volumen. El residuo se purificd por cromatografia en columna (7:3 CH2Cl>-AcOEt)
para dar el derivado 49 como un aceite amarillo (0.8 g, 66%). RMN *H (500 MHz, CDCls) §
6.20 (d, 1H, J12 = 6.2 Hz, H-1 Gal), 5.46 (t, 1H, Jun = 3.2 Hz, H-4 Gal), 5.16 (dd, 1H, J32=7.8
Hz, J34 = 3.2 Hz, H-3 Gal), 4.33 (dd, 1H, J23 = 7.8 Hz, J>1 = 6.2 Hz, H-2 Gal), 4.24 (m, 1H, H-
5 Gal), 4.17 (dd, 1H, Jeasb = 11.5 Hz, Jeas = 7.4 Hz, H-6a Gal), 4.04 (dd, 1H, Jebsa = 11.5 Hz,
Jebs =5.6 Hz, H-6b Gal), 2.21 (s, 3H, CHz tiazolina), 2.21 (3H), 2.03 (3H), 2.0 (3H) (OCOCHj).
RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) § 170.5, 170.2, 169.8 (OCOCHSs), 168.5 (C-2), 89.0 (C-1 Gal),
74.5 (C-2 Gal), 70.7 (C-3 Gal), 70.6 (C-5 Gal), 66.3 (C-4 Gal), 60.9 (C-6 Gal), 21.5 (CH3
tiazolina), 20.9, 20.7, 20.6 (OCOCHs3). HRESI-MS calculado para C1sH20NO7S ([M+H]"):
346.0955, observado: 346.0970.
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2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-1-tio-a-D-galactopiranosa (50). Se sintetizd de
acuerdo a la metodologia descrita por Knapp et al.?* A una solucion del derivado 49 (0.18 g,
0.51 mmol) en MeOH (2 mL) se afiadieron H20 (4 gotas) y TFA (4 gotas) a 0 °C. La mezcla se
mantuvo en agitacion a t.a. por 2 h, después de este tiempo el disolvente se evaporo para dar el
compuesto 50 como un aceite incoloro (0.185 g, cuantitativo). El derivado se utiliz6 en el

siguiente paso sin mayor purificacion. Los datos fisicos y espectroscopicos se compararon con

los reportados en la bibliografia.3’

aco PAC
AcHN Se~g,
2-Bromoetil 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-1-tio-a-D-galactopirandsido (51). Se
sintetizo de acuerdo a la metodologia descrita por André et al.?® A una solucion del derivado 50
(0.18 g, 0.51 mmol) en una mezcla 2:1 acetona-H20 (3 mL) se afiadieron K.CO3z (84 mg, 0.60
mmol) y 1,2-dibromoetano (0.35 mL, 4.11 mmol). La mezcla se agit6 a t.a. por 5 h, después de
este tiempo el disolvente organico se evaporo y el residuo se disolvié con CH2Cly, las fases se
separaron y la fase orgénica se lavo con H20 (2x3 mL), se secO sobre NaxSOs, se filtrd y se
concentrd a presion reducida. El derivado se purificé por cromatografia en columna (1:1 — 2:3
ciclohexano-AcOEt) para dar el compuesto 51 como una espuma blanca (0.19 g, 80%). Los

datos fisicos y espectroscpicos se compararon con los reportados en la bibliografia.

AcHN g
\/\N3

2-Azidoetil 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-1-tio-a-D-galactopirandsido (52). Se
sintetiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Tropper et al.?® A una solucion del derivado
51 (0.27 g, 0.58 mmol) en una mezcla 1:1 CH2Cl>-NaHCO3 ac. (4 mL), se afiadieron TBAHS
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(0.2 g, 0.58 mmol) y NaN3 (0.19 g, 2.9 mmol). La mezcla se mantuvo en agitacion a t.a. por 4
h, después de este tiempo las fases se separaron. La fase orgénica se lavo con H-0O, se secd sobre
Na>SO4 anhidro, se filtro y se concentré a sequedad. El residuo se purifico por cromatografia en
columna (1:1 ciclohexano-AcOEt) para dar el compuesto 52 como una espuma blanca (0.24 g,
97%). Los datos fisicos y espectroscopicos se compararon con los reportados en la
bibliografia.®

OH OH

X MMT
TMMO™ ™ ©

OH OH
1,6-Bis-O-[(4-metoxifenil)difenilmetil]-D-manitol (54). Se sintetiz0 de acuerdo a la
metodologia descrita por Matos y Murphy.?® A una solucién de b-manitol (43, 0.5 g, 2.74 mmol)
y DMAP (0.17 g, 1.37 mmol) en piridina anhidra (4 mL) se afiadio gota a gota una solucién de
MMT-CI (1.77 g, 5.74 mmol) en piridina anhidra (6 mL) a 0 °C durante 1 hora. La mezcla se
mantuvo en agitacion a t.a. bajo Ar por 48 h, posteriormente se diluyé con AcOEt (50 mL), se
lavé con una solucion saturada de NH4Cl (2x20 mL) y salmuera (2x20 mL), se secO sobre
Na>SO4 anhidro, se filtro y se concentrd a sequedad. El residuo se purifico por cromatografia en
columna (7:3 ciclohexano-AcOEt) para dar el compuesto 54 como una espuma blanca (1.19 g,
60%). Los datos fisicos y espectroscdpicos se compararon con los reportados en la bibliografia.

OBn OBn

B MMT
TMMO™ ©

OBn OBn

1,6-Bis-O-[(4-metoxifenil)difenilmetil]-2,3,4,5-tetraquis-O-bencil-D-manitol ~ (55).  Se
sintetizd de acuerdo a la metodologia descrita por Matos y Murphy.?® A una solucién del
derivado 54 (0.36 g, 0.5 mmol) en DMF anhidra (12 mL) se afiadié NaH (60% en aceite mineral,
0.2 g, 5.0 mmol) y BnBr (0.6 mL, 5.0 mmol) a 0 °C y bajo Ar. La suspension se agito a t.a. por
3 h, posteriormente se elimino el exceso de NaH con MeOH y AcOEt a 0 °C. La mezcla se lavo
con salmuera (4x20 mL), se secO sobre Na;SO4 anhidro, se filtrd y se evapor6 al vacio. El
residuo se purifico por cromatografia en columna (20:1 ciclohexano-AcOEt) para dar el
derivado 55 como una espuma blanca (496 mg, 92%). Los datos fisicos y espectroscopicos se

compararon con los reportados en la bibliografia.
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2,3,4,5-Tetra-O-bencil-D-manitol (56). Se sintetizo de acuerdo a la metodologia descrita por
Matos y Murphy.?® A una solucién del derivado 55 (0.52 g, 0.48 mmol) en una mezcla 10:3
MeOH-CHClI> (8 mL) se agregd H>SO4 conc. (100 uL). La reaccion se mantuvo en agitacion a
t.a. por 24 h, posteriormente se neutraliz6 con NaHCOs, se filtrd y se lavo con salmuera (3x10
mL). La fase orgénica se secO sobre Na>SOg, se filtro y se concentrd a sequedad. El residuo se
purificd por cromatografia en columna (7:3 ciclohexano-AcOEt) para dar el derivado 56 como
un aceite incoloro (236 mg, 90%). Los datos fisicos espectroscdpicos se compararon con los
reportados en la bibliografia.
OBn OBn
OBn OBn

2,3,4,5-Tetra-O-bencil-1,6-di-O-(prop-2-inil)-b-manitol (57). A una solucion del compuesto
55 (0.23 g, 0.42 mmol) en DMF anhidra (15 mL), se afiadi6 NaH (60% en aceite mineral, 68
mg, 1.69 mmol) a 0 °C y bajo Ar. La suspensién se agitod por 15 min a t.a. y posteriormente se
afiadié una solucion de bromuro de propargilo (80% en tolueno, 0.19 mL, 1.69 mmol). La
mezcla resultante se agit6 a t.a. por 47 h, después de este tiempo el exceso de NaH se elimind
con MeOH y AcOEt a 0 °C. La mezcla se diluyd con AcOEt, se lavo con salmuera (4%25 mL),
se secO sobre Na,SQO4 anhidro, se filtr y el disolvente se evapor6 a sequedad. El residuo se
purifico por cromatografia en columna (19:1 ciclohexano-AcOEt) para dar el derivado 57 como
un aceite amarillo (0.17 g, 67%). [a]2° +5 (c 0.8, CHCIl3). RMN H (500 MHz, CDCls) & 7.33-
7.23 (m, 20H, Ar-H), 4.75 (d, 2H, Jgem = 11.5 Hz, CH2Ph-2), 4.70 (d, 2H, Jgem = 11.7 Hz, CH2Ph-
3), 4.62 (d, 2H, Jgem = 11.5 Hz, CH2Ph-2), 4.47 (d, 2H, Jgem = 11.7 Hz, CH2Ph-3), 4.11 (d, 4H,
Jun = 2.3 Hz, CH2C=CH), 3.99 (m, 2H, H-2), 3.94 (dd, 2H, Jgem = 10.4 Hz, J1a2 = 2.8 Hz, H-
1a), 3.87 (m, 2H, H-3), 3.77 (dd, 2H, Jgem = 10.4 Hz, Jib> = 4.9 Hz, H-1b), 2.34 (t, 2H, Jun =
2.3 Hz, CH,C=CH). RMN %3C (125.7 MHz, CDCls) & 138.9, 138.7 (Ar-Cipso), 128.4 (x2),
128.3 (x2), 127.9 (x2), 127.8 (x2) (Ar-C), 127.6, 127.5 (Ar-Cp), 79.9 (CH2C=CH), 79.2 (C-2),
79.0 (C-3), 74.7 (CH2C=CH), 74.4 (CH2-Ph-2), 71.9 (CH2-Ph-3), 69.2 (C-1), 58.6 (CH.C=CH).
HRESI-MS calculado para C40H42NaOs ([M+Na]*): 641.2879, observado: 641.2823.
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1,2:3,4:5,6-Tri-O-isopropilideno-D-manitol (58). Se sintetiz6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Yadav y Agrawal.?® A una suspension de bD-manitol (43, 1.5 g, 8.2 mmol) en acetona
anhidra (19 mL) se afladié H.SO4 conc. (0.15 mL). La mezcla se agito a t.a. por 41 h, después
de este tiempo, se afiadiéo H20 y se neutralizé con NaOH ac. El disolvente organico se evapord
y se afiadié CH2Cl> (20 mL). La fase organica se separd, se seco sobre Na2SO. anhidro, se filtro
y se concentro al vacio. El producto se purificd por cromatografia en columna (7:3 ciclohexano-
AcOEt) para dar el derivado 58 como un solido blanco (1.67 g, 67%). Los datos fisicos y
espectroscopicos se compararon con los reportados en la bibliografia.

X X

0" o 0" o

HO OHHO OH O. O HO OH

A

3,4-O-lIsopropilideno-bD-manitol (59) y 3,4:5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol (60). Se
sintetiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Chen y Xie.®® A una solucion acuosa de AcOH
al 30% (25 mL) se afiadié una solucion del derivado 58 (1.67 g, 5.52 mmol) en MeOH (4 mL).
La mezcla resultante se calent6 a 40 °C por 1 h, después de este tiempo el disolvente se evaporo
y el AcOH se co-evaporé con tolueno. El residuo se disolvio con acetona anhidra y se afiadié
K2COs anhidro en exceso. La mezcla se agitd por 5 minutos, posteriormente el sélido se filtrd
y se lavo con acetona. El disolvente se evaporo y el residuo se purificd por cromatografia en
columna (1:1 ciclohexano-AcOEt — 9:1 CH2Cl,-MeOH) para dar los derivados 59 (0.54 g,
44%) y 60 (0.33 g, 23%) como un aceite incoloro y un sélido blanco, respectivamente. Se
recuperaron 150 mg de materia prima. Los datos fisicos y espectroscOpicos se compararon con

los reportados en la bibliografia. 33
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3,4-O-lIsopropilideno-1,2,5,6-tetra-O-(prop-2-inil)-bD-manitol  (61). A una solucion del
derivado 60 (0.49 g, 2.2 mmol) en DMF anhidra (30 mL) se afiadié NaH (60% en aceite mineral,
1.0 g, 26.3 mmol) a 0 °C y bajo Ar. La suspensidon se agit6 por 15 min y se afiadi6é una solucion
de bromuro de propargilo (80% en tolueno, 2.9 mL, 26.3 mmol). La mezcla resultante se agito
at.a. por 25 h, después de este tiempo el exceso de NaH se eliminé con MeOH a 0 °C. La mezcla
se diluyd con AcOEt, se lavd con salmuera (3x20 mL), se secd sobre NaxSOas, se filtro y se
concentrd a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en columna (9:1 ciclohexano-
AcOEt) para dar el compuesto 61 como un aceite amarillo (0.77 g, 94%). [«]3° +6 (c 0.8,
CHCIl3). RMN H (500 MHz, CDCls) § 4.38 (dd, 2H, Jgem = 16.0 Hz, Ju 1 = 2.4 Hz, CH22C=CH-
2), 4.35 (dd, 2H, Jgem = 16.0 Hz, Jun = 2.4 Hz, CH2,C=CH-2), 4.20 (dd, 2H, Jgem = 15.9 Hz,
JHH = 2.4 Hz, CH22C=CH-1), 4.15 (dd, 2H, Jgem = 15.9 Hz, Jun = 2.4 Hz, CH2,C=CH-1), 4.14
(dd, 2H, J32 = 3.6 Hz, J31 = 1.5 Hz, H-3), 3.88 (dddd, 2H, J23 = 3.6 Hz, J2,10 = 6.3 Hz, J2,1a =
3.2 Hz, Jun = 1.5 Hz, H-2), 3.84 (dd, 2H, J1a,1 = 10.6 Hz, Jia2 = 3.2 Hz, H-1a), 3.64 (dd, 2H,
Jib1a = 10.6 Hz, J1p2 = 6.3 Hz, H-1b), 2.44 (t, 2H, Jnn = 2.4 Hz, CH2C=CH-2), 2.42 (t, 2H, JuH
= 2.4 Hz, CH,C=CH-1), 1.39 (s, 6H, CHs). RMN 3C (125.7 MHz, CDCl3) & 110.1 (C(CHa)2),
80.1 (CH2C=CH-2), 79.7 (CH.C=CH-1), 78.1 (C-2), 78.0 (C-3), 74.8 (CH.C=CH-1), 74.7
(CH,C=CH-2), 70.0 (C-1), 58.7 (CH2C=CH-1), 58.0 (CH.C=CH-2), 27.2 (CH3). HRESI-MS
calculado para C21H2sNaOgs ([M+Na]*): 397.1627, observado: 397.1663.
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1,2,5,6-Tetra-O-(prop-2-inil)-bD-manitol (62). A una solucién del derivado 61 (0.12 g, 0.32
mmol) en MeOH (2.7 mL) se afiadio HCI 1M (0.3 mL). La mezcla resultante se mantuvo a

reflujo por 2.5 h, posteriormente se enfrio a t.a., se afladid exceso de NaHCOz y se agito por 15
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min. El solido se filtro y el disolvente se evapord. El residuo se purifico por cromatografia en
columna (7:3 ciclohexano-AcOEt) para dar el compuesto 62 como un aceite amarillo (0.1 g,
94%). RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 4.37 (dd, 2H, Jgem = 16.0 Hz, Jun = 2.4 Hz, CH2C=CH-
2), 4.32 (dd, 2H, Jgem = 16.0 Hz, Jun = 2.4 Hz, CH2,C=CH-2), 4.20 (d, 4H, Jun = 2.4 Hz,
CH2C=CH-1), 3.91 (m, 2H, H-3), 3.88 (m, 2H, H-1a), 3.85 (M, 2H, H-2), 3.75 (dd, Jiv1a = 10.1
Hz, Jib2 = 4.8 Hz, 2H, H-1b), 2.84 (d, 2H, Jons = 6.2 Hz, OH), 2.46 (t, 2H, Jun = 2.4 Hz,
CH2C=CH-2), 2.45 (t, 2H, Jun = 2.4 Hz, CH,C=CH-1). RMN C (125.7 MHz, CDCls) & 80.0
(CH2C=CH-2), 79.5 (CH2C=CH-1), 78.2 (C-2), 75.0 (CH>C=CH-1), 74.8 (CH.C=CH-2), 69.8
(C-1), 694 (C-3), 58.8 (CH2C=CH-1), 58.1 (CH.C=CH-2). HRESI-MS calculado para
C1sH22NaOs ([M+Na]*): 357.1314, observado: 357.1295.

(o)

2 1
O. OBnO OBn

2
1,2-Di-0-bencil-3,4:5,6-di-O-isopropilideno-pD-manitol (63). A una solucion del compuesto
59 (0.33 g, 1.26 mmol) en DMF anhidra (10 mL), se agregé NaH (60% en aceite mineral, 0.3
g, 7.6 mmol) a 0 °C y bajo Ar. La suspension se agitd por 15 min a esa temperatura y
posteriormente se agreg6 bromuro de bencilo (0.9 mL, 7.6 mmol). La mezcla resultante se agit6
at.a. por 3 h, después de este tiempo el exceso de NaH se eliminé con MeOH a 0 °C. La mezcla
se diluy6 con AcOEt, se lavo con salmuera (3x10 mL), se secd sobre Na;SO4 anhidro, se filtro
y se concentro al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna (20:1 ciclohexano-
AcOEt) para dar el compuesto 63 como un aceite incoloro (0.52 g, 94%). [a]3° +7 (¢ 1.3,
CHCIl3). RMN *H (500 MHz, CDCls) § 7.36-7.24 (m, 10H, Ar-H), 4.78 (d, 1H, Jgem = 11.8 Hz,
CH24Ph-2), 4.68 (d, 1H, Jgem = 11.8 Hz, CH2,Ph-2), 4.54 (s, 2H, CH2Ph-1), 4.13 (q, 1H, JHH =
6.1 Hz, H-5), 4.07 (m, 1H, H-3), 4.06 (m, 1H, H-4), 4.05 (m, 1H, H-6a), 3.91 (dd, 1H, Jéb6a =
8.3 Hz, Jen5 = 6.1 Hz, H-6b), 3.82 (ddd, 1H, J21p = 6.1 Hz, J21a = J2;3 = 3.9 Hz, H-2), 3.78 (dd,
1H, Jia1b = 10.4 Hz, J1a2 = 3.9 Hz, H-1a), 3.65 (dd, 1H, Jib1a = 10.4 Hz, Jin2 = 6.1 Hz, H-1b),
1.37 (s, 6H, CHs-1"), 1.35 (s, 3H, CH3-2"), 1.31 (s, 3H, CH3-2"). RMN 13C (125.7 MHz, CDCl3)
5 138.5, 138.4 (Ar-Cipso), 128.5 (x2), 128.4 (x2), 128.1 (x2), 127.7 (x2), 127.7 (x2) (Ar-C),
109.9 (C-17), 109.6 (C-2°), 79.8 (C-3), 78.6 (C-4), 78.6 (C-2), 77.1 (C-5), 73.5 (CH2Ph-1), 73.1
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(CH2Ph-2), 70.3 (C-1), 66.9 (C-6), 27.4 (x2) (CHs-1"), 26.6 (CH3-2), 25.5 (CH3-2"). HRESI-
MS calculado para Cz6H34NaOs ([M+Na]*): 465.2253, observado: 465.2202.
OH (:)Bn

OBn

H
) 2 ]

éH OH
1,2-Di-O-bencil-pD-manitol (64). A una solucion del compuesto 63 (0.49 g, 1.1 mmol) en MeOH
(9 mL) se agreg6 HCI 1M (1 mL). La mezcla se coloco a reflujo por 3 h, después de este tiempo
se enfrio a ta. y se afladi6 NaHCOz en exceso. La suspension se agitd por 15 min,
posteriormente el solido se filtro y el disolvente se evapord. El residuo se purificd por
cromatografia en columna (15:1 CH2Cl>-MeOH) para dar el compuesto 64 como un solido
blanco (0.35 g, 88%). [a]2° -3 (¢ 0.9, MeOH). RMN *H (500 MHz, CDs0D) § 7.36-7.23 (m,
10H, Ar-H), 4.73 (d, 1H, Jgem = 11.2 Hz, CH24Ph-2), 4.61 (d, 1H, Jgem = 11.2 Hz, CH2,Ph-2),
4.58 (d, 1H, Jgem = 12.2 Hz, CH24Ph-1), 4.55 (d, 1H, Jgem = 12.2 Hz, CH2,Ph-1), 3.97 (dd, 1H,
J32 = 8.2 Hz, J34 = 0.7 Hz, H-3), 3.89 (dd, 1H, J1a1b = 10.3 Hz, J1a2 = 2.5 Hz, H-1a), 3.81 (m,
2H, H-6a, H-5), 3.77 (ddd, 1H, J23 = 8.2 Hz, J2,10 = 5.3 Hz, J21a= 2.5 Hz, H-2), 3.72 (dd, 1H,
Jib1a = 10.3 Hz, Jip2 = 5.3 Hz, H-1b), 3.70 (m, 1H, H-4), 3.63 (dd, 1H, Jenea = 11.1 Hz, Jeb5 =
6.0 Hz, H-6b), RMN *C (125.7 MHz, CDs0D) § 140.1, 139.8 (Ar-Cipso), 129.3 (x2), 129.2
(x2), 129.0 (x2), 128.8 (x2) (Ar-C), 128.6, 128.5 (Ar-Cp), 80.0 (C-2), 74.4 (CH2Ph-1), 73.8
(CH2Ph-2), 73.0 (C-4), 71.4 (C-1), 71.3 (C-5), 70.1 (C-3), 65.1 (C-6). HRESI-MS calculado
para C2oH26NaOs ([M+Na]™): 385.1627, observado: 385.1631.
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1,2-Di-0-bencil-3,4,5,6-tetra-O-(prop-2-inil)-b-manitol (65). A una solucion del compuesto
64 (0.33 g, 0.91 mmol) en DMF anhidra (10 mL) se agregd NaH (60% en aceite mineral, 0.43
g, 10.9 mmol) a 0 °C y bajo Ar. La suspension se agité a esa temperatura por 15 min,
posteriormente se agregd bromuro de propargilo (80% en tolueno, 1.2 mL, 10.9 mmol). La

mezcla resultante se mantuvo en agitacion a t.a. por 18 h, después de este tiempo se elimino el
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Capitulo 2. Glicoclusters de lactosa y a-GalNAc

exceso de NaH con MeOH a 0 °C. La reaccion se diluyd con AcOEt, se lavé con salmuera (3x10
mL), se secd sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y concentro a sequedad. El residuo se purificé por
cromatografia en columna (10:1 ciclohexano-AcOEt) para dar el compuesto 65 como un aceite
amarillo (0.44 g, 94%). [a]3° -2 (c 1.2, CHCI3). RMN H (500 MHz, CDCls) & 7.37-7.25 (m,
10H, Ar-H), 4.72 (d, 1H, Jgem = 11.7 Hz, CH24Ph-2), 4.62 (d, 1H, Jgem = 11.7 Hz, CH2,Ph-2),
4.59 (d, 1H, Jgem = 12.2 Hz, CH24Ph-1), 4.55 (d, 1H, Jgem = 12.2 Hz, CH2,Ph-1), 4.39 (dd, 1H,
Jgem = 15.6 Hz, Jun = 2.4 Hz, CH2,C=CH-3), 4.35 (dd, 1H, Jgem = 15.6 Hz, Jun = 2.4 Hz,
CH2v,C=CH-3), 4.32 (dd, 1H, Jgem = 15.5 Hz, Jun = 2.4 Hz, CH2aC=CH-4), 4.32 (dd, 1H, Jgem
= 16.0 Hz, Jun = 2.4 Hz, CH2.C=CH-5), 4.26 (dd, 1H, Jgem = 16.0 Hz, Jun = 2.4 Hz,
CH2pC=CH-5), 4.25 (dd, 1H, Jgem = 15.5 Hz, Jnn = 2.4 Hz, CH21C=CH-4), 4.20 (dd, 1H, Jgem
= 16.0 Hz, Jun = 2.3 Hz, CH2.C=CH-6), 4.17 (dd, 1H, Jgem = 16.0 Hz, Jun = 2.3 Hz,
CH2,C=CH-6), 3.96 (dd, 1H, Jun = 5.8 Hz, Jun = 2.9 Hz, H-3), 3.94 (m, 1H, H-6a), 3.93 (m,
1H, H-5), 3.92 (m, 1H, H-4), 3.91 (m, 1H, H-1a), 3.87 (m, 1H, H-2), 3.73 (m, 1H, H-6b), 3.72
(m, 1H, H-1b), 2.43 (t, 1H, Jun = 2.3 Hz), 2.42 (t, 1H, Jun = 2.4 Hz), 2.40 (t, 1H, Jun = 2.3
Hz), 2.36 (t, 1H, Jun = 2.3 Hz) (CH2C=CH). RMN *3C (125.7 MHz, CDCls) & 138.7, 138.4
(Ar-Cipso), 128.5 (x2), 128.4 (x2), 127.9 (x2), 127.8 (x2) (Ar-C), 127.7, 127.6 (Ar-Cp), 80.4
(CH2C=CH-3), 80.3 (CH.C=CH-4), 80.0 (CH2C=CH-5), 79.7 (CH.C=CH-6), 78.6 (C-2), 78.5
(C-3), 78.3 (C-4), 77.6 (C-5), 74.9 (CH.C=CH-6), 74.9 (CH2C=CH-5), 74.6 (CH.C=CH-4),
74.6 (CH.C=CH-3), 73.5 (CH:Ph-1), 71.9 (CH2Ph-2), 69.1 (C-1), 68.3 (C-6), 59.8 (x2)
(CH2C=CH-3, CH2C=CH-4), 58.6 (CH.,C=CH-6), 57.1 (CH2C=CH-5). HRESI-MS calculado
para Cz2H3sNaOs ([M+H]"): 515.2434, observado: 515.2418.
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AcO OAC AcO OAc
AcO

OAc
2,3,4,5-Tetra-O-bencil-1,6-bis-O-[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-
2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-D-manitol (66). A una solucion
del compuesto 47 (0.29 g, 0.44 mmol) y el derivado 57 (0.125 g, 0.2 mmol) en una mezcla 3:2
THF-H20 (17.5 mL), se afiadieron ascorbato de sodio (48 mg, 0.24 mmol) y CuSO4-5H,0 (60
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mg, 0.24 mmol). La mezcla resultante se agitd a t.a. por 18 h. Después de este tiempo el
disolvente se evaporo y el residuo se disolvié con CH2Cly, se lavo con H2O (2x15 mL), se seco
sobre Na;SOs4 anhidro, se filtrd y se concentré a sequedad. El producto se purifico por
cromatografia en columna (1:1 — 1:2 ciclohexano-AcOEt) para dar el compuesto 66 como una
espuma blanca (0.35 g, 89%). [a]2° -6 (c 0.8, MeOH). RMN H (500 MHz, CD3s0D) & 8.07 (s,
2H, H-triazol), 7.29-7.23 (m, 20H, Ar-H), 6.04 (d, 2H, J12 = 9.0 Hz, H-1 Glc), 5.50 (dd, 2H, J2;3
= 9.4 Hz, J21 = 9.0 Hz, H-2 Glc), 5.45 (dd, 2H, J32 = 9.4 Hz, J34 = 8.6 Hz, H-3 Glc), 5.38 (d,
2H, Jun = 3.3 Hz, H-4 Gal), 5.14 (dd, 2H, J32 = 10.4 Hz, J34 = 3.3 Hz, H-3 Gal), 5.05 (dd, 2H,
Jo3=10.4 Hz, Jo,1 = 7.8 Hz, H-2 Gal), 4.77 (d, 2H, J12 = 7.8 Hz, H-1 Gal), 4.62 (d, 2H, Jgem =
11.4 Hz, CH24Ph-2), 4.57 (d, 2H, Jgem = 11.7 Hz, CH24Ph-3), 4.56 (m, 4H, CH> triazol), 4.55 (d,
2H, Jgem = 11.4 Hz, CH21Ph-2), 4.50 (d, 2H, Jsaeb = 11.3 Hz, H-6a Glc), 4.40 (d, 2H, Jgem = 11.7
Hz, CHxPh-3), 4.17 (m, 6H, H-5 Gal, H-6 Gal), 4.15 (d, 2H, Jebea = 11.3 Hz, H-6b Glc), 4.11
(m, 2H, H-5 Glc), 4.06 (dd, 2H, J45 = 9.3 Hz, J43 = 8.6 Hz, H-4 Glc) 3.95 (m, 2H, H-2), 3.86
(dd, 2H, J1a1p = 10.5 Hz, J1a2 = 2.4 Hz, H-1a), 3.80 (m, 2H, H-3), 3.69 (dd, 2H, Jip1a = 10.5 Hz,
Jib2 = 4.7 Hz, H-1b), 2.14 (s, 6H), 2.07 (s, 6H), 2.06 (s, 6H), 2.03 (s, 6H), 1.97 (s, 6H), 1.93 (s,
6H), 1.72 (s, 6H) (OCOCHs). RMN %3C (125.7 MHz, CD30D) § 172.2, 172.0, 171.9, 171.5,
171.4,171.1, 170.4 (OCOCHs), 146.7 (C-4 triazol), 140.1, 139.9 (Ar-Cipso), 129.4 (x2), 129.3
(x2), 129.0 (x2), 129.0 (x2), 128.6, 128.6 (Ar-C), 124.1 (C-5 triazol), 102.1 (C-1 Gal), 86.4 (C-
1 Glc), 80.1 (C-2), 80.0 (C-3), 77.0 (C-4 Glc), 77.0 (C-5 Glc), 75.4 (CH2Ph-2), 74.2 (C-3 Glc),
72.6 (CH2Ph-3), 72.4 (C-3 Gal), 72.1 (C-2 Glc), 71.9 (C-5 Gal), 70.7 (C-2 Gal), 70.3 (C-1), 68.6
(C-4 Gal), 65.0 (CH2 triazol), 63.5 (C-6 Glc), 62.4 (C-6 Gal), 21.1, 20.7, 20.7, 20.7, 20.5 (x2),
20.2 (OCOCHs3). HRESI-MS calculado para Ce2H113NsO40 ([M+H]"): 1941.6987, observado:
1941.7081.
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1,6-Bis-O-[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-B-D-
glucopiranosil)-1,2,3-triazol-4-il]metil-D-manitol (67). A una solucion del derivado 66 (0.3 g,
0.15 mmol) en una mezcla 7:3 MeOH-AcOEt (10 mL) se afiadieron 10% Pd/C (0.2 g) y AcOH
catalitico (0.2 mL). La mezcla resultante se hidrogend a 1 atm y t.a. por 4 dias. Después de este
tiempo el catalizador se filtrd sobre Celita® y el disolvente se evapord. El residuo se purificd
por cromatografia en columna (30:1 CH2Cl,-MeOH) para dar el compuesto 67 como una
espuma blanca. RMN 'H (500 MHz, CD3s0D) § 8.23 (s, 2H, H-triazol), 6.09 (d, 2H, Ji2 = 9.2
Hz, H-1 Glc), 5.55 (dd, 2H, J23 = 9.4 Hz, J,,1 = 9.2 Hz, H-2 Glc¢), 5.46 (dd, 2H, J32 = 9.4 Hz,
J34 = 8.8 Hz, H-3 Glc), 5.38 (d, 2H, Jux = 3.5 Hz, H-4 Gal), 5.14 (dd, 2H, J32 = 10.4 Hz, J34 =
3.5 Hz, H-3 Gal), 5.04 (dd, 2H, J23 = 10.4 Hz, J21 = 7.9 Hz, H-2 Gal), 4.79 (d, 2H, J12=7.9
Hz, H-1 Gal), 4.67 (s, 4H, CHa triazol), 4.55 (d, 2H, Jsasb = 11.6 Hz, H-6a Glc), 4.20 (m, 2H,
H-5 Gal), 4.18 (m, 2H, H-6b Glc), 4.16 (m, 6H, H-6 Gal, H-5 Glc), 4.11 (m, 2H, H-4 GlIc), 3.92
(d, 2H, J32 = 7.6 Hz, H-3), 3.88 (ddd, 2H, J23=7.6 Hz, J21b = 5.4 Hz, J21a = 3.3 Hz, H-2), 3.72
(dd, 2H, J1a10 = 10.0 Hz, J1a2 = 3.3 Hz, H-1a), 3.67 (dd, 2H, Jib,1a = 10.0 Hz, Ji2 = 5.4 Hz, H-
1b), 2.14 (s, 6H), 2.07 (s, 6H), 2.07 (s, 6H), 2.06 (s, 6H), 2.06 (s, 6H), 1.94 (s, 6H), 1.83 (s, 6H)
(OCOCHs). RMN %3C (125.7 MHz, CDs0D) § 172.4, 172.2,171.9, 171.7, 171.5, 171.3, 170.6
(OCOCHs3), 146.2 (C-4 triazol), 124.2 (C-5 triazol), 101.8 (C-1 Gal), 86.3 (C-1 Glc), 76.8 (C-5
Glc), 76.8 (C-4 Glc), 74.1 (C-3 Glc), 72.7 (C-1), 72.4 (C-3 Gal), 72.0 (C-2 Glc), 71.8 (C-2),
71.6 (C-5 Gal), 70.6 (C-2 Gal), 70.4 (C-3), 68.6 (C-4 Gal), 65.0 (CH triazol), 63.4 (C-6 Glc),
62.3 (C-6 Gal), 21.0, 20.6, 20.6, 20.6, 20.4 (x2), 20.1 (OCOCHz3). HRESI-MS calculado para
CeaHssNeNaOuso ([M+Na]"): 1603.4934, observado: 1603.4972.
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1,6-Di-O-[1-(B-D-galactopiranosil-(1—4)-pB-D-glucopiranosil)-1,2,3-triazol-4-il]jmetil-D-
manitol (68). A una solucion del derivado 67 (0.24 g, 0.15 mmol) en MeOH anhidro (10 mL)
se afiadio una solucién recién preparada de NaOMe 1M en MeOH (0.3 mL). La mezcla se agito
a t.a. por 2 h, después se afiadié6 Amberlita IR-120 H* y se agit6 hasta alcanzar un pH = 7. La
resina se filtr6 y el disolvente se evapord. El residuo se purifico por cromatografia en fase
inversa (H2.O — 1:1 MeCN-H,0) para dar el compuesto 68 como un polvo amarillo (51 mg,
34% desde 66). [a]2° +13 (¢ 1.2, DMSO). RMN !H (500 MHz, DMSO-ds) & 8.28 (s, 2H, H-
triazol), 5.62 (d, 2H, J12 = 9.3 Hz, H-1 Glc), 5.57 (d, 2H, Jun = 5.8 Hz, OH), 5.13 (d, 2H, J1H
= 3.9 Hz, OH), 4.90 (s, 2H, OH), 4.83 (sa, 2H, OH), 4.69 (t, 4H, Jun = 5.7 Hz, OH), 4.63 (d,
2H, Jun = 5.7 Hz, OH), 4.56 (s, 4H, CH> triazol), 4.55 (sa, 2H, OH), 4.26 (d, 2H, J1» = 7.2 Hz,
H-1 Gal), 4.18 (d, 2H, Jux = 7.5 Hz, OH), 3.84 (td, 2H, Jox = 9.3 Hz, Jo.0n = 5.8 Hz, 2H, H-2
Glc), 3.77 (m, 2H, H-6a Glc), 3.71 (dd, 2H, Jia1b = 9.7 Hz, J1a2 = 1.6 Hz, H-1a), 3.65 (m, 2H,
H-5 Glc), 3.63 (m, 2H, H-3), 3.60 (m, 4H, H-4 Gal, H-6b Glc), 3.58 (m, 2H, H-3 Glc), 3.56 (m,
2H, H-2), 3.54 (m, 4H, H-6 Gal), 3.49 (m, 2H, H-5 Gal), 3.48 (m, 4H, H-4 Glc, H-1b), 3.35 (m,
2H, H-2 Gal), 3.34 (m, 2H, H-3 Gal). RMN *C (125.7 MHz, DMSO-dg) & 144.3 (C-4 triazol),
123.0 (C-5 triazol), 103.8 (C-1 Gal), 86.9 (C-1 Glc), 79.8 (C-4 Glc), 77.8 (C-5 Glc), 75.6 (C-5
Gal), 75.2 (C-3 Glc), 73.3 (C-1), 73.3 (C-3 Gal), 71.8 (C-2 Glc), 70.6 (C-2 Gal), 69.6 (C-4 Gal),
69.2 (C-2), 68.2 (C-3), 63.9 (CH2 triazol), 60.4 (C-6 Gal), 60.1 (C-6 Glc). HRESI-MS calculado
para CssHeoNsNaO2s ([M+Na]*): 1015.3455, observado: 1015.3399.
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2,3,4,5-Tetra-O-bencil-1,6-bis-O-[1-{2-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-1-tio-a-D-

galactopiranosil)etil}-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-D-manitol (69). A una solucidn de los derivados
52 (0.18 g, 0.41 mmol) y 57 (0.15 g, 0.25 mmol) en una mezcla 2:1 THF-H20 (12 mL) se
afiadieron ascorbato de sodio (52 mg, 0.26 mmol) y CuSO4-5H>0 (64 mg, 0.26 mmol). La
mezcla se agit6 a t.a. por 1 h, después de este tiempo el disolvente se evaporé y el residuo se
disolvio con CHClIy, se lavo con H2O (2x15 mL), se secO sobre Na,SO4 anhidro, se filtro y se
concentrdé a sequedad. EIl producto se purifico por cromatografia en columna (40:1 — 35:1
CH2Cl,-MeOH) para dar el compuesto 69 como una espuma blanca (0.29 g, 95%). [«]2® +80 (c
0.7, CHCI3). RMN !H (500 MHz, CDCls) & 7.44 (s, 2H, H-triazol), 7.31-7.23 (m, 20H, Ar-H),
5.84 (d, 2H, IJnH2 ca = 8.1 Hz, NH), 5.61 (d, 2H, J12 = 5.3 Hz, H-1 Gal), 5.37 (d, 2H, Jun = 2.4
Hz, H-4 Gal), 4.98 (dd, 2H, J32 = 11.8 Hz, J34 = 3.2 Hz, H-3 Gal), 4.74 (ddd, 2H, J.3 = 11.8
Hz, Jonn = 8.1 Hz, J21 = 5.3 Hz, H-2 Gal), 4.67 (d, 2H, Jgem = 11.4 Hz, CH24Ph-2), 4.61 (s, 4H,
CHz triazol), 4.61 (d, 2H, Jgem = 11.4 Hz, CH2bPh-2), 4.60 (d, 2H, Jgem = 11.6 Hz, CH24Ph-3),
4.49 (m, 2H, H-5 Gal), 4.44 (d, 2H, Jgem = 11.6 Hz, CH2,Ph-3), 4.44 (dt, 2H, Jgem = 14.0 Hz,
Jnn = 7.0 Hz, SCH2CH22), 4.38 (dt, 2H, Jgem = 14.0 Hz, Jun = 7.0 Hz, SCH2CHa2p), 4.12 (dd,
2H, Jsaeb= 11.4 Hz, Jsas = 5.9 Hz, H-6a Gal), 4.07 (dd, 2H, Jeb,ea = 11.4 Hz, Jebs = 6.9 Hz, H-
6b Gal), 3.97 (m, 2H, H-2), 3.89 (dd, 2H, Jia1b = 10.1 Hz, J1a2 = 3.1 Hz, H-1a), 3.86 (m, 2H,
H-3), 3.73 (dd, 2H, Jip1a = 10.1 Hz, J1p2 = 4.6 Hz, H-1b), 3.04 (dt, 2H, Jgem = 14.0 Hz, Jun =
7.0 Hz, SCH2.CH?>), 2.93 (dt, 2H, Jgem = 14.0 Hz, Ju 1 = 7.0 Hz, SCH2,CH>), 2.16 (s, 3H), 2.0
(s, 3H), 1.98 (s, 3H) (OCOCHs3), 1.96 (s, 3H, NHCOCHs3). RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) §
171.0 (OCOCHj3), 170.5 (NHCOCHs3), 170.4, 170.2 (OCOCHj3), 145.4 (C-4 triazol), 138.8,
138.7 (Ar-Cipso), 128.4 (x2), 128.3 (x2) (Ar-Cm), 127.8 (x2), 127.6 (x2) (Ar-Co), 127.5, 127.5
(Ar-Cp), 122.8 (C-5 triazol), 85.3 (C-1 Gal), 79.2 (C-2), 79.0 (C-3), 74.3 (CH2Ph-2), 71.8
(CH2Ph-3), 69.8 (C-1), 68.3 (C-3 Gal), 67.7 (C-5 Gal), 67.2 (C-4 Gal), 64.8 (CH> triazol), 62.0
(C-6 Gal), 49.6 (SCH2CHy), 48.5 (C-2 Gal), 31.1 (SCH2CH>), 23.3 (NHCOCH?3), 20.8, 20.7,
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20.7 (OCOCH3). HRESI-MS calculado para Cz2HgoNsgNaO2,S, ([M+Na]*): 1505.55009,
observado: 1505.5563.
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1,2,5,6-Tetraquis-O-[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-

acetil-p-p-glucopiranosil)-1,2,3-triazol-4-iljmetil-D-manitol (71). A una solucion de los
derivados 47 (0.35 g, 0.53 mmol) y 62 (40 mg, 0.12 mmol) en una mezcla 2:1 THF-H20 (20
mL), se afladieron ascorbato de sodio (70 mg, 0.35 mmol) y CuSQO4-5H,0 (60 mg, 0.25 mmol).
La mezcla resultante se agitd a t.a. por 5 h. Después de este tiempo el disolvente se evapord y
el residuo se disolvié con CH2Cly, se lavé con salmuera (2x15 mL), se secO sobre NaxSO4
anhidro, se filtré y se concentré a sequedad. El producto se purificé por cromatografia en
columna (30:1 CH2Cl2-MeOH) para dar el compuesto 71 como un sélido amarillo (0.25 g, 71%).
[a]Z° -17 (c 1.5, CHCI3). RMN H (500 MHz, CDClIs) § 7.80 (s, 2H, H-triazol 2), 7.78 (s, 2H,
H-triazol 1), 5.86 (d, 2H, J12 = 8.8 Hz, H-1 Glc-1), 5.82 (d, 2H, J12 = 8.7 Hz, H-1 Glc-2), 5.43
(dd, 4H, J23 = 9.7 Hz, J21 = 8.8 Hz, H-2 GIc), 5.40 (td, 4H, J32 = Js4 = 9.7 Hz, Jun = 3.4 Hz,
H-3 Glc), 5.34 (d, 4H, Jun = 3.2 Hz, H-4 Gal), 5.11 (dd, 4H, J23 = 10.4 Hz, J21 = 7.9 Hz, H-2
Gal), 4.97 (dd, 4H, J32 = 10.4 Hz, J34 = 3.4 Hz, H-3 Gal), 4.81 (d, 2H, Jgem = 12.9 Hz, CH2a
triazol-2), 4.73 (d, 2H, Jgem = 12.9 Hz, CH2y triazol-2), 4.68 (d, 2H, Jgem = 12.7 Hz, CH2atriazol-
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1), 4.62 (d, 2H, Jgem = 12.7 Hz, CHap-triazol-1), 4.55 (d, 4H, Ji1» = 7.9 Hz, H-1 Gal), 4.47 (d,
4H, Jeasb = 12.2 Hz, H-6a Glc), 4.15 (dd, 4H, Jebea = 12.2 Hz, Jevs = 5.2 Hz, H-6b Glc), 4.13
(dd, 4H, Jeaeb = 11.2 Hz, Jea5s = 6.3 Hz, H-6a Gal), 4.08 (dd, 4H, Jebea = 11.2 Hz, Jeb5 = 7.5 Hz,
H-6b Gal), 4.0 (dd, 4H, J43 = 9.7 Hz, J45 = 8.5 Hz, H-4 Glc), 3.96 (m, 4H, H-5 Glc), 3.91 (m,
4H, H-5 Gal), 3.84 (m, 2H, H-3), 3.82 (m, 2H, H-1a), 3.68 (m, 2H, H-1b), 3.67 (m, 2H, H-2),
3.37 (d, 2H, Jon;3 = 6.8 Hz, OH), 2.14 (s, 12H), 2.06 (s, 12H), 2.04 (s, 12H), 2.04 (s, 24H), 1.95
(s, 12H), 1.83 (s, 6H), 1.82 (s, 6H) (OCOCHS3). RMN 13C (125.7 MHz, CDCl3) & 170.4 (x2),
170.4, 170.4, 170.2 (x2), 170.1 (x2), 169.6 (x2), 169.4, 169.4, 169.2 (x2) (OCOCHj3) 145.8 (C-
4 triazol-2), 145.6 (C-4 triazol-1), 121.9 (C-5 triazol-2), 121.7 (C-5 triazol-1), 101.2 (x2) (C-1
Gal), 85.5 (x2) (C-1 Glc), 78.8 (C-2), 76.0, 75.9 (C-5 Glc), 75.8, 75.7 (C-4 Glc), 72.7 (x2) (C-
3 Glc), 71.0 (x2) (C-3 Gal), 70.8 (x2) (C-2 Glc), 70.7 (x2) (C-5 Gal), 70.7 (C-1), 69.2 (x2) (C-
2 Gal), 68.9 (C-3), 66.7 (x2) (C-4 Gal), 64.7 (CH> triazol-1), 63.8 (CH: triazol-2), 62.0 (x2) (C-
6 Glc), 60.9 (x2) (C-6 Gal), 20.9 (x2), 20.8 (x2), 20.7, 20.7, 20.7 (x2), 20.7 (x2), 20.6 (x2), 20.3,
20.3 (OCOCHs3). HRESI-MS calculado para CizHis2N12NaO7s4 ([M+Na]™): 3001.9180,
observado: 3001.8777.
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1,2,5,6-Tetra-O-[1-(B-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosil)-1,2,3-triazol-4-

iljmetil-D-manitol (72). A una solucion del derivado 71 (0.17 g, 0.058 mmol) en MeOH anhidro
(5 mL) se afiadi6 una solucion recién preparada de NaOMe 1M en MeOH (1.0 mL). La mezcla
resultante se agitd a t.a. por 4 h, después de este tiempo se agregé Amberlita IR-120 H" y se
agitd gasta alcanzar un pH = 7. Posteriormente la resina se filtré y el disolvente se evaporé. El
residuo se purifico por cromatografia en fase inversa (H2O — 1:1 MeCN-H20) para dar el
compuesto 72 como un polvo blanco (0.1 g, 96%). [a]%® +14 (c 1.0, DMSO). RMN *H (500
MHz, DMSO-dg) & 8.31 (s, 2H, H-triazol 1), 8.21 (s, 2H, H-triazol 2), 5.64 (d, 2H, J12 =9.1 Hz,
H-1 Glc-1), 5.62 (d, 2H, J12 = 9.0 Hz, H-1 Glc-2), 5.55 (dd, 4H, Jun = 9.5 Hz, Jun = 6.0 Hz,
OH), 5.12 (d, 4H, Jun = 4.1 Hz, OH), 4.88 (d, 4H, Ju 1 = 6.6 Hz, OH), 4.80 (m, 4H, OH), 4.75
(d, 2H, Jgem = 11.7 Hz, CH2a triazol-2), 4.67 (m, 10H, OH), 4.61 (m, 2H, CHa triazol-2), 4.60
(m, 4H, CHa triazol-1), 4.54 (m, 4H, OH), 4.26 (d, 2H, J12 = 6.8 Hz, H-1 Gal), 4.25 (d, 2H, J1 2
= 6.8 Hz, H-1 Gal), 3.92 (d, 2H, Jux = 9.6 Hz, H-1a), 3.87 (m, 4H, H-2 Glc), 3.77 (m, 4H, H-
6a Glc), 3.65 (m, 6H, H-5 Glc, H-2), 3.64 (m, 4H, H-4 Gal), 3.62 (m, 2H, H-1b), 3.60 (m, 6H,
H-6b Glc, H-3), 3.58 (m, 4H, H-3 Glc), 3.56 (m, 4H, H-6a Gal), 3.52 (m, 4H, H-6b Gal), 3.50
(m, 4H, H-5 Gal), 3.49 (m, 4H, H-4 Glc), 3.35 (m, 4H, H-2 Gal), 3.34 (m, 4H, H-3 Gal). RMN
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13C (125.7 MHz, DMSO-ds) & 144.6 (C-4 triazol-2), 144.2 (C-4 triazol-1), 123.2 (C-5 triazol-
1), 122.9 (C-5 triazol-2), 103.8 (x2) (C-1 Gal), 87.0 (x2) (C-1 Glc), 79.8 (x2) (C-4 Glc), 78.3
(C-2),77.8,77.8 (C-5 Glc), 75.6 (x2) (C-5 Gal), 75.2, 75.2 (C-3 Glc), 73.3 (x2) (C-3 Gal), 71.8
(x2) (C-2 Glc), 71.5 (C-1), 70.6 (x2) (C-2 Gal), 68.2 (x3) (C-3, C-4 Gal), 63.9 (CH> triazol-1),
63.5 (CH:2 triazol-2), 60.5 (x2) (C-6 Gal), 60.1 (x2) (C-6 Glc). HRESI-MS calculado para
CesH106N12NaOss ([M+Na]"): 1825.6222, observado: 1825.6100.
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1,2,5,6-Tetraquis-O-[1-{2-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-1-tio-a-D-galactopira-

nosil)etil}-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-D-manitol (75). A una solucién de los derivados 52 (0.16 g,
0.37 mmol) y 62 (43 mg, 0.13 mmol) en una mezcla 2:1 THF-H2O (10 mL), se afiadieron
ascorbato de sodio (26 mg, 0.13 mmol) y CuSO4:5H.0 (33 mg, 0.13 mmol). La mezcla
resultante se mantuvo en agitacion a t.a. por 1.5 h. Después de este tiempo el disolvente se
evapor0 Yy el residuo se disolvié con CH2Cl», se lavd con salmuera (2x10 mL), se seco sobre
Na>SO4 anhidro, se filtrd y se concentrd al vacio. El producto se purifico por cromatografia en
columna (15:1 CH2Cl>-MeOH) para dar el compuesto 75 como un sélido blanco (0.11 g, 57%).
[a]3° +81 (c 1.1, CHCI3). RMN H (500 MHz, CDCls) 8 7.79 (s, 2H, H-triazol 1), 7.78 (s, 2H,
H-triazol 2), 6.82 (d, 2H, J\H.2 ca = 7.6 Hz, NH), 6.76 (d, 2H, JnH,2 ca = 7.6 Hz, NH), 5.75 (d,
2H, J12=4.6 Hz, H-1 Gal), 5.74 (d, 2H, J12= 4.6 Hz, H-1 Gal), 5.41 (s, 4H, H-4 Gal), 5.0 (dd,
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2H, J3> =11.8 Hz, J3 4= 3.2 Hz, H-3 Gal), 4.99 (dd, 2H, J3» = 11.8 Hz, J34 = 3.2 Hz, H-3 Gal),
4.80 (d, 2H, Jgem = 12.8 Hz, CH2a triazol-2), 4.72 (m, 4H, H-2 Gal), 4.71 (d, 2H, Jgem = 12.8 Hz,
CHzap triazol-2), 4.71 (d, 2H, Jgem = 12.8 Hz, CH2a triazol-1), 4.62 (d, 2H, Jgem = 12.8 Hz, CH2p
triazol-1), 4.61 (m, 8H, SCH>CH>), 4.55 (dd, 4H, Jse» = 7.0 Hz, Js62 = 5.4 Hz, H-5 Gal), 4.15
(dd, 4H, Jeaeb = 11.3 Hz, Jsas = 5.4 Hz, H-6a Gal), 4.09 (dd, 4H, Jeb,6a = 11.3 Hz, Jens = 7.0 Hz,
H-6b Gal), 3.87 (t, 2H, J3 1 = 6.4 Hz, H-3), 3.80 (m, 2H, H-1a), 3.71 (m, 2H, H-2), 3.69 (m, 2H,
H-1b), 3.65 (d, 2H, Jon,3 = 6.4 Hz, OH), 3.18 (m, 4H, SCH.>CH>), 3.08 (m, 4H, SCH,>CH>), 2.16
(s, 12H), 2.0 (s, 6H), 1.99 (s, 6H), 1.99 (s, 12H), 1.98 (s, 6H) (OCOCHz), 1.98 (s, 6H,
NHCOCHs3). RMN %3C (125.7 MHz, CDCl3) § 171.1, 171.1 (NHCOCHs3), 170.9, 170.9, 170.6,
170.6, 170.4, 170.4 (OCOCHpg), 145.3 (C-4 triazol-2), 145.0 (C-4 triazol-1), 123.7 (x2) (C-5
triazol-1, C-5 triazol-2), 85.2, 84.9 (C-1 Gal), 78.6 (C-2), 70.0 (C-1), 68.9 (C-3), 68.3 (x2) (C-
3 Gal), 67.5 (x2) (C-5 Gal), 67.2 (x2) (C-4 Gal), 64.7 (CHz-triazol-1), 63.7 (CH2-triazol-2),
62.2, 62.2 (C-6 Gal), 49.8, 49.6 (SCH2CH>), 48.4 (x2) (C-2 Gal), 31.3, 31.2 (SCH2CH), 23.2
(x2) (NHCOCHSg), 20.9, 20.9, 20.8 (x2), 20.8 (x2) (OCOCHz3). HRESI-MS calculado para
Cs2H118N16NaO3sS4 ([M+Na]*): 2085.6574, observado: 2085.6567.
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1,2,5,6-Tetra-O-[1-{2-(2-acetamido-2-desoxi-1-tio-a-D-galactopiranosil)etil}-1,2,3-triazol-
4-il]metil-D-manitol (76). A una solucion del derivado 75 (42 mg, 0.02 mmol) en MeOH
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anhidro (2 mL), se afiadié una solucién recién preparada de NaOMe 1M en MeOH (0.35 mL).
La mezcla se agitd a t.a. por 4 h, posteriormente se agregd Amberlita IR-120 H" y se agit6 hasta
alcanzar un pH = 7. La resina se filtro y el disolvente se evaporé. El residuo se purificd por
cromatografia en fase inversa (H2O — 1:1 MeCN-H20) para dar el compuesto 76 como un
sélido blanco (24 mg, 76%). [a]2° +106 (¢ 0.8, DMSO). RMN H (500 MHz, DMSO-ds) & 8.10
(s, 2H, H-triazol 1), 8.0 (s, 2H, H-triazol 2), 7.77 (d, 4H, JnH,2 ca = 6.5 Hz, NH), 5.51 (d, 4H,
Ji12=5.1 Hz, H-1 Gal), 4.70 (m, 6H, OH, CH2a triazol-2), 4.68 (m, 4H, OH), 4.61 (m, 2H, OH),
4.58 (m, 6H, CHyp triazol-2, OH), 4.56 (m, 4H, CH> triazol-1), 4.53 (m, 8H, SCH2CH>), 4.19
(ddd, 4H, J23 = 11.8 Hz, JonH = 6.5 Hz, J21 = 5.1 Hz, H-2 Gal), 3.92 (m, 4H, H-5 Gal), 3.85
(m, 2H, H-1a), 3.73 (m, 4H, H-4 Gal), 3.60 (m, 4H, H-2, H-3), 3.58 (m, 2H, H-1b), 3.55 (m,
8H, H-6 Gal), 3.50 (m, 4H, H-3 Gal), 3.02 (m, 4H, SCH,CH), 2.93 (m, 4H, SCH,CH>), 1.81
(s, 6H), 1.80 (s, 6H) (NHCOCHs). RMN ®C (125.7 MHz, DMSO-ds) & 169.9, 169.9
(NHCOCHa), 144.4 (C-4 triazol-2), 144.0 (C-4 triazol-1), 124.0 (C-5 triazol-1), 123.8 (C-5
triazol-2), 84.4 (x2) (C-1 Gal), 78.1 (C-2), 72.2, 72.2 (C-5 Gal), 71.1 (C-1), 68.1 (x3) (C-4 Gal,
C-3), 67.5 (x2) (C-3 Gal), 64.0 (CH: triazol-1), 63.4 (CH triazol-2), 60.9, 60.9 (C-6 Gal), 50.0
(x2) (C-2 Gal), 49.3 (x2) (SCH2CH?>), 29.9, 29.8 (SCH2CH>), 22.7 (x2) (NHCOCHz). HRESI-
MS calculado para CssHeaN1sNaO26S4 ([M+Na]*): 1581.5306, observado: 1581.5365.
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5,6-Di-O-bencil-1,2,3,4-tetraquis-O-[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-
2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-D-manitol (77). A una solucion
de los derivados 47 (0.32 g, 0.48 mmol) y 65 (75 mg, 0.14 mmol) en una mezcla 2:1 THF-H20
(20 mL), se afadieron ascorbato de sodio (60 mg, 0.3 mmol) y CuSQO4-5H,0 (74 mg, 0.3 mmol).
La mezcla resultante se agitd a t.a. por 7 h. Después de este tiempo el disolvente se evapord y
el residuo se disolvié con CHClIy, se lavd con salmuera (2x15 mL), se seco sobre Na>SOa, se
filtré y se concentrd a sequedad. El producto se purificd por cromatografia en columna (25:1
CH:Cl,-1sopropanol) para dar el derivado 77 como un sélido amarillo (0.31 g, 82%). [«]% -16
(c 1.0, CHCIs). RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 7.90 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.71 (s,
1H) (H-triazol), 7.33-7.22 (m, 10H, Ar-H), 5.84 (d, 1H, J12 = 9.0 Hz), 5.79 (d, 1H, J12 = 9.2
Hz), 5.76 (d, 1H, J12 = 9.2 Hz), 5.75 (d, 1H, J12 = 9.2 Hz) (H-1 Glc), 5.54 (dd, 1H, J23=9.4
Hz, J21 = 9.2 Hz, H-2 Glc), 5.47 (m, 3H, H-2 Glc), 5.41 (dd, 1H, J34 = J3> = 9.3 Hz, H-3 Glc),
5.39 (m, 3H, H-3 Glc), 5.36 (m, 4H, H-4 Gal), 5.13 (dd, 4H, J23 = 10.0 Hz, J21 = 8.2 Hz, H-2
Gal), 4.99 (m, 4H, H-3 Gal), 4.79 (d, 1H, Jgem = 12.0 Hz), 4.75 (d, 1H, Jgem = 12.0 Hz), 4.72 (m,
1H), 4.70 (m, 1H), 4.68 (m, 1H) (CHa-triazol), 4.66 (d, 1H, Jgem = 11.5 Hz, CH24Ph-5), 4.62 (m,
2H), 4.58 (m, 1H) (CHa-triazol), 4.56 (m, 5H, H-1 Gal, CHz,Ph-5), 4.54 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz,
CH24Ph-6), 4.51 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, CH2,Ph-6), 4.46 (m, 4H, H-6a Glc), 4.14 (m, 4H, H-6a
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Gal), 4.13 (m, 4H, H-6b Glc), 4.10 (m, 4H, H-6b Gal), 4.03 (dd, 1H, J43 = J45 = 9.6 Hz, H-4
Glc), 3.97 (m, 3H, H-4 Glc), 3.95 (m, 2H, H-2, H-3 0 H-4), 3.93 (m, 4H, H-5 Gal), 3.92 (m, 4H,
H-5 Glc), 3.87 (m, 1H, H-6a), 3.83 (m, 1H, H-1a), 3.82 (m, 1H, H-5), 3.80 (m, 1H, H-2, H-3 0
H-4), 3.71 (m, 1H, H-6b), 3.68 (m, 1H, H-1b), 2.16 (s, 12H), 2.06 (s, 12H), 2.06 (s, 12H), 2.05
(s, 12H), 2.04 (s, 6H), 2.04 (s, 6H), 1.97 (s, 12H), 1.82 (s, 3H), 1.80 (s, 3H), 1.80 (s, 6H)
(OCOCHs). RMN C (125.7 MHz, CDCls) & 170.5, 170.5 (x3), 170.4, 170.4, 170.4, 170.3,
170.2, 170.2 (x3), 170.1 (x4), 169.7, 169.7, 169.7, 169.7, 169.2, 169.2 (x2), 169.2 (x3), 169.2,
169.2 (OCOCHy), 146.0, 145.7, 145.6, 145.6 (C-4 triazol), 138.7, 138.4 (Ar-Cipso), 128.5 (x2),
128.5 (x2), 127.9 (x2), 127.9 (x2) (Ar-C), 127.7, 127.6 (Ar-Cp), 122.4, 122.4, 122.2, 122.1 (C-
5 triazol), 101.3 (x4) (C-1 Gal), 85.5, 85.4, 85.4 (x2) (C-1 Glc), 79.3, 79.1, 79.1 (C-2, C-30 C-
4), 78.7 (C-5), 75.9 (x2), 75.9, 75.8 (C-5 Glc), 75.8 (x2), 75.8 (x2) (C-4 Glc), 73.4 (CH2Ph-6),
73.0, 73.0 (x2), 72.9 (C-3 Glc), 71.8 (CH2Ph-5), 71.1 (x4) (C-3 Gal), 70.9, 70.9 (x2), 70.8 (C-5
Gal), 70.6, 70.5 (x3) (C-2 Glc), 69.2 (x4) (C-2 Gal), 69.0 (x2) (C-6, C-1), 66.7 (x4) (C-4 Gal),
65.8, 65.6, 64.5, 63.4 (CH»-triazol), 62.1, 62.0, 62.0 (x2) (C-6 Glc), 60.9 (x2), 60.9 (x2) (C-6
Gal), 20.9, 20.9 (x2), 20.9, 20.9 (x4), 20.8 (x8), 20.7 (x4), 20.6 (x4), 20.4, 20.4, 20.3, 20.3
(OCOCHs3). HRESI-MS calculado para CissHi7sN12074 ([M+H]"): 3160.0300, observado:
3160.0376.

136



Capitulo 2. Glicoclusters de lactosa y a-GalNAc
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3,4,5,6-Tetraquis-O-[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-

acetil-B-b-glucopiranosil)-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-D-manitol  (78). A wuna solucion del
compuesto 77 (0.18 g, 0.058 mmol) en una mezcla 7:3 MeOH-AcOEt (10 mL), se agregaron
10% Pd/C (0.13 g) y AcOH catalitico (1.0 mL). La suspension se hidrogen6 a 1 atm y t.a. por 6
dias. Después de este tiempo el catalizador se filtro sobre Celita® y el disolvente se evaporo. El
residuo se purificé por cromatografia en columna (20:1 CH.Cl2-Isopropanol) para dar el
compuesto 78 como una espuma blanca (44 mg, 25%). [a]%° -14 (c 0.3, CHCIs). RMN *H (500
MHz, CDs0D) & 8.27 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.20 (s, 1H) (H-triazol), 6.10 (d, 1H,
J12 = 9.0 Hz, H-1 Glc), 6.08 (m, 3H, H-1 Glc), 5.61 (m, 4H, H-2 Glc), 5.46 (m, 4H, H-3 Glc),
5.38 (d, 4H, Jun = 3.4 Hz, H-4 Gal), 5.15 (m, 4H, H-3 Gal), 5.06 (m, 4H, H-2 Gal), 4.82 (m,
1H, CHa-triazol), 4.80 (m, 4H, H-1 Gal), 4.76 (m, 3H), 4.75 (m, 1H), 4.70 (m, 1H), 4.65 (m,
1H), 4.64 (m, 1H) (CH>-triazol), 4.56 (d, 2H, Jeaer = 11.2 Hz, H-6a Glc), 4.55 (d, 2H, Jeaeb =
11.4 Hz, H-6a Glc), 4.17 (m, 4H, H-5 Gal), 4.16 (m, 12H, H-6b Glc, H-6 Gal), 4.14 (m, 4H, H-
5 Glc), 4.12 (m, 4H, H-4 Glc), 4.02 (d, 1H, Jux = 6.4 Hz, H-4 0 H-5), 3.90 (dd, 1H, Jea,eb = 10.8,
Jeas = 1.7 Hz, H-6a), 3.82 (m, 1H, H-4 0 H-5), 3.78 (m, 2H, H-2, H-3), 3.77 (m, 1H, H-1a), 3.69
(dd, 1H, Jeb,6a = 10.8 Hz, Jeb,5s = 4.3 Hz, H-6b), 3.63 (dd, 1H, Jip1a = 10.1 Hz, J1p2 = 3.2 Hz, H-
1b), 2.15 (s, 12H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 9H), 2.07 (s, 12H), 2.06 (s, 3H), 2.05 (s, 9H), 2.05 (s,
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6H), 2.04 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.94 (s, 12H), 1.81 (s, 6H), 1.81 (s, 3H), 1.81 (s, 3H) (OCOCHa).
RMN C (125.7 MHz, CD3s0D) § 172.3 (x3), 172.3, 172.1 (x4), 171.9 (x4), 171.6 (x2), 171.6
(x2),171.5 (x4),171.2 (x4), 170.7, 170.6 (x2), 170.6 (OCOCHBa), 147.0, 146.9, 146.9, 146.6 (C-
4 triazol), 124.6, 124.5, 124.5, 124.4 (C-5 triazol), 102.1 (x4) (C-1 Gal), 86.4, 86.4, 86.4, 86.4
(C-1 Glc), 80.7 (C-3), 79.7, 79.6 (C-4 0 C-5), 77.1 (x3), 77.0 (C-4 Glc o0 C-5 Glc), 77.0, 77.0,
77.0 (x2) (C-4 Glc 0 C-5 Glc), 74.4 (x2), 74.3, 74.3 (C-3 Glc), 72.5 (x4) (C-3 Gal), 72.4 (C-2),
72.1 (x2), 72.0, 72.0 (C-2 Glc), 71.8 (x4) (C-5 Gal), 70.7 (x4) (C-2 Gal), 69.9 (C-6), 68.6 (x4)
(C-4 Gal), 66.4, 66.1, 64.9 (CH.-triazol), 64.4 (C-1), 63.6 (x4) (C-6 Glc), 63.5 (CH2-triazol),
62.3 (x4) (C-6 Gal), 21.2, 21.2 (x3), 20.8 (x3), 20.8, 20.8 (x4), 20.7, 20.7 (x3), 20.5 (x4), 20.5
(x4), 20.3 (x2), 20.3, 20.3 (OCOCHs3). HRESI-MS calculado para Ci22H162N12NaO74
([M+Na]™): 3001.9180, observado: 3001.9148.
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5,6-Di-O-bencil-1,2,3,4-tetra-O-[1-(B-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosil)-1,2,3-

triazol-4-ilJmetil-D-manitol (79). A una solucion del compuesto 77 (0.16 g, 0.05 mmol) en
MeOH anhidro (5 mL), se afiadi6 una solucidn recién preparada de NaOMe 1M en MeOH (1.0
mL). La mezcla se agitd a t.a. por 4 h, después de este tiempo se agregé Amberlita IR-120 H* y
se agitd hasta alcanzar un pH = 7. La resina se filtro y el disolvente se evapord. El residuo se

purificé por cromatografia en fase inversa (H2O — 1:1 MeCN-H20) para dar el derivado 79
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como un solido blanco (91 mg, 93%). [a]2° +11 (¢ 1.1, DMSO). RMN *H (500 MHz, DMSO-
ds) 58.30 (s, 1H), 8.29 (s, 2H), 8.28 (s, 1H) (H-triazol), 7.39-7.26 (m, 10H, Ar-H), 5.63 (m, 4H,
H-1 Glc), 5.56 (m, 4H, OH), 5.12 (m, 4H, OH), 4.88 (m, 4H, OH), 4.85 (m, 1H, CHa-triazol),
4.80 (m, 4H, OH), 4.73-4.61 (m, 6H, CHa-triazol), 4.73 (d, 1H, Jgem = 11.9 Hz, CH2,Ph-5), 4.67
(m, 8H, OH), 4.63 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, CH2:Ph-6), 4.60 (d, 1H, Jgem = 11.9 Hz, CH2,Ph-5),
4.57 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, CH2,Ph-6), 4.53 (m, 4H, OH), 4.50 (d, 1H, Jgem = 11.5 Hz, CH2-
triazol), 4.25 (m, 4H, H-1 Gal), 4.10 (d, 1H, Jun = 9.3 Hz, H-6a), 4.0 (d, 1H, Ju+ = 9.8 Hz, H-
1a), 3.95 (m, 1H), 3.91 (m, 1H), 3.87 (m, 1H) (H-2, H-3 0 H-4), 3.86 (m, 4H, H-2 Glc), 3.84
(m, 1H, H-5), 3.80 (m, 1H, H-6b), 3.76 (M, 1H, H-1b), 3.75 (M, 4H, H-6a Glc), 3.65 (m, 4H, H-
5 Glc), 3.63 (m, 4H, H-4 Gal), 3.60 (m, 4H, H-6b Glc), 3.56 (m, 4H, H-3 Glc), 3.56 (m, 4H, H-
6a Gal), 3.51 (m, 4H, H-6b Gal), 3.49 (m, 4H, H-5 Gal), 3.48 (m, 4H, H-4 Glc), 3.35 (m, 4H,
H-2 Gal), 3.33 (m, 4H, H-3 Gal). RMN 3C (125.7 MHz, DMSO-ds) & 144.0, 144.0, 144.0,
143.9 (C-4 triazol), 138.6, 138.5 (Ar-Cipso), 128.4 (x2), 128.3 (x2), 128.3, 127.6 (x2), 127.5,
127.4 (x2) (Ar-C), 123.3, 123.3, 123.1 (x2) (C-5 triazol), 103.8 (x4) (C-1 Gal), 87.0 (x4) (C-1
Glc), 79.8 (x2), 79.8 (x2) (C-4 Glc), 77.8, 77.8 (x3) (C-5 Glc), 77.6 (C-5), 77.2, 77.2, 77.1 (C-
2,C-30C-4), 75.6 (x4) (C-5 Gal), 75.2, 75.2 (x3) (C-3 Glc), 73.3 (x4) (C-3 Gal), 72.3 (CH2Ph-
6), 71.8 (x2), 71.8 (x2) (C-2 Glc), 70.6 (x4) (C-2 Gal), 70.4 (CH2Ph-5), 68.2 (x4) (C-4 Gal),
67.8 (x2) (C-6, C-1), 65.0, 65.0, 63.9, 62.1 (CHz-triazol), 60.5 (x4) (C-6 Gal), 60.0 (x2), 60.0,
60.0 (C-6 Glc). HRESI-MS calculado para CgoH11sN12NaOss ([M+Na]*): 2005.7161,
observado: 2005.7125.
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Espectro 16. RMN de *3C (125.7 MHz, acetona-ds) del derivado 19c.
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Espectro 22. RMN de *3C (125.7 MHz, CDClIs3) del derivado 20c.
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Espectro 24. RMN de *3C (125.7 MHz, CDCls) del derivado 23.
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Espectro 38. RMN de *H (500 MHz, CD3;0D) del derivado 29c.
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229



Espectros de RMN de 'H y °C

Q
=]
L
=]
<
o~
L
o~
99/6'T s | o
7066 T = 1 LA ]
£100°C _ /71
895b¢ 7 —) Rt}
£990°€
. n
b080°€ - "
1060° o ~
9560°€ < L o
765T°E 5 © 5
core § e £
I~ ™ —
. €0y r5)
bL8T°E o Il: . S
SS6T°E v =
@) ,
$00£'E 2 (%) 1 2
sou's\ > H - s Gm
weLE I
1880'17\ £ L o
6960't z’Z o_
oI W | 2 N
SOEI'b> 4 ""E\ I
60bT'b s 2
95€5°Y 2 g 2 E S
sswv\ ) I L i
1195y —= Q z 2 N T
€269 ~ < >-Z Qe T o : (@) =
Y61LY <, o o T e} A~ I S
/ o
6T6L'F z g 7 |Z
SLL6Y R dind .z o (o} L3 P
vzee’v? Q = Wz 8 =
0686'% < Zz o L o
[5} O 0
850b'S — < O < n 0
s o
|-
[8€L°S z 13
6[17[5} / v L ]
1452°S > &
[9) Q L
H 5 o
z
= (&) L
o - <
S5
n
r o
/5079 =
82209\ 3 =§ wr b
£808°9 7 < = It L6'T
6£78°9 % i E
<
n
N
08LL°L ~_ b1 L
Se6L'L < 66'1
Q
- oo
L
- oo

230



80¢
8'0¢
6°0¢
6°0¢

et
e

'8y
9'617>
8'6v
[ar4’]
[4ar4°]
L°€9
L'v9 X
L9
S'/9 7
€89
689

00/

Espectros de RMN de 'H y °C

9'8L —

6'¥8 ~_
415

L€ —

0°ShT ~_
€ShT

P'0LT
P'0LT
90LT
9041
6°0LT
6°0LT
T'TLT
T'TLT

LU

LT

180

160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

Espectro 89. RMN de *3C (125.7 MHz, CDCls) del derivado 75.

231



65081~
82082
95162
1626'C
bOE6
00562
£696°C
2586°C
6662
0ET0°€
9020°€
ThE0'E —
08+0°€ f
0290°€
greL’e

20S8°€
£€898°¢€
9¢¢6’e
08¢6°€

SPOT'v
ULLTY
0881t
¥86T'%
[ ra4

T¢0S'S
€¢18°'S

YpSL L
v/9L°L

9866, —
99608 —

Espectros de RMN de 'H y °C

0.0

0.5

1.0

T
(@]
T
(@)
(@)
2 N o
: H
T
(8]
<
Z
W
T o <
e I
Z T
S0 zA 2\ 0, O
Y Wa il
P g o | le)
) -z o
@) - le) z T
I -
z
I g
£ o]
z
I

N
“INHAc

OH

HO
HO

Espectro 90. RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) del derivado 76.

6.5

7.0

- Foovr
- 9T |-
- 107

8.0

8.5

232



LT —

8'6¢

Espectros de RMN de 'H y °C

€6V ~_
005"

6'09
6'09

b'€9

0'b9 —
§'L9~_
89—
T —

(44
18—

P8 —

8'€CT ~_
0'veT

0'vbT ~_
PopT -

67691
6°69T

I

Espectro 91. RMN de 3C (125.7 MHz, DMSO-ds) del derivado 76.

"

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

180

233



LS6L°T
8€08'T
€L18°T
1896'T

§9€0°¢ .&
96€0°C
8¢50°C
£950°C
9850°C
6/ST°C

£000°S
L2TT'S —
6CT'S f
6PT’S
009€°S
799¢€°S
6/8€°S
S90¥°S
L0bb'S
£6S¥'S
0ELY'S
18€L'S
90SL°S
188.4°S
0€e8’s

¥SeTL
Y6ETL
96SC°L
CELTL
€88C°L
woe L -F
ZLIE'L/
88CEL
LYTLL
66SL°L —
06S8°L —
£006°L

Espectros de RMN de 'H y °C

o) O
< <
< 9 O
O,
C
) [a)
o\\‘ o (<)( o
< &
O,,' Oon
(@]

AcOr:-

iz
O
z
728
Z/ (8]
S
2 o7\
(@)
(@]
(8]
<

“"1OAC

10AC

AcO

o
—< - o
]
~ o
<
o~
n
-
szr T
D KA
— 986 - G
—, Fecee
ﬁ Roger |
L
o ~
N~
3 o
B
Q >
L2 2
()
©
©
(8] n ©
< R 3
20T O
oy o
€01 O
e soe | Q ~N
< T € T
9T s =
o o
= o
6 | n® B
%a'z - -
0T’s T
69T | -
. [}
I\' S0'C b
-y 3 pd
1o E
ey [ -
60 | n S
oreE g o
80°T s
- ]
} €Ty o
L2 Ll
i
- O
Q
- ™~
= S0T |
~vee
1
- N~
T0°T
860
€01
001 | 2
[ee]
L
- oo

234



€0¢
€0¢
¥'0T
$'0¢
9°0¢
£0¢

Espectros de RMN de 'H y °C

N—

8'0C
6°0¢
6°0C
6°0C
886
6'09]‘
029
0729 1
£'99
2'69"
S'OL“
9‘0["
80+
60/
6°0Z
1L
8’1,
6'¢L
0'eL
0€L
v'eL

86/
8'SL
8'SL

G'SLJ

¥'G8
17'58}'
5’68
€10T —

T
[441
et

248
621
At
5821
'8zl

P8ET ~_
L8ET

9'sHT
9'5HT
L56T
9:381
7691 -
7697 4
£'69T
£°69T 1
T'0LT
z0£1
T0LT
€047
BOLT —
v'0/T
soLT
S0t

=

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

180

Espectro 93. RMN de *3C (125.7 MHz, CDClIs) del derivado 77.

235



Espectros de RMN de 'H y °C

¥919°€
0TZ9'€
81€9°E
TI¥9°€
98/9°€
¢/89°€
T00L°€
680L°€
T9T18°€ ~
9€68°€ —

oeree /-
0910°F f
6758°%
bE8LY
898/
8208'%
8908

¢SS0°S
€6S0°S

LSET'S
6CPT'S 7
9€9T°S
08¢€°S f
698€°S
0209°S e
52909
£¥90°9 5_

S¢L0°9
66809
6L01°9

S20T'8
0S0¢'8 >
STET'8
T2LT8 -/

OACc

oV

OAc

AcOr

OAc

Qo
<
@]

10AC

“'OACc

ZQ%O\‘O
< <
g 07N o)
(@) (o) [$]
3 Q <
: Q < <
o\O 0 <
[$)
<
g I g
<

AcO

OAc

AcO

€0'T
20T
K oow
R zot
R0t

Feove

v by
LT
ng
Sy

T-96'¢
20

10
K 00

Frov

Foov

8T
00T
S6°0

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

45
f1 (ppm)

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

9.0

Espectro 94. RMN de *H (500 MHz, CD3;0D) del derivado 78.

236



€0z
€0z
€0z
50z
50z
10z
0z
80z
802
80z
1z
£
€9
9'€9
b'b9
9'89
Lot
81L

0¢L
L
veL
S'eL
€L

€vL A

oL
0°4L
0°4L
0LL
0/L
TLL
9'6L
L'6L

$'98
¥'98
98
98

T'¢0t

Pyt
S'veT
SPeT
9vT

99T
69vT
6'9vT
0'/LbT

9°0LT
9041
L0LT
LT
S'TLT
9'TLT
9TLT
6'TLT
et
€Ut
€Ut

Y

Espectros de RMN de 'H y °C

10

20

50

70

|
T T
90 80
f1 (ppm)

T
100

T T T T T
160 150 140 130 120 110

T
170

T
180

Espectro 95. RMN de 3C (125.7 MHz, CD30D) del derivado 78.

237



SPIS'E
8TES'E A
8THS'E A
9€SS°€ A
[ VAR
P/8S°€ A
€7€9°€
6vSL°€
¥S9L°€ A
6TS8°€
9998°€ A
88[8'2-‘
2566'2-‘
LY10'Y
9980
S0ty
6LET'Y
PISTY
¥89C'y

Espectros de RMN de 'H y °C

048v %
0015t
6S¢S'Y
[423°04
[ Y4204
198Sv
8165y
919’y
0T¥9'v

96TL'Y
YEVL'Y
vE6L' Y

0208’
€498'p ~
v688'y
ZEITS
STZT'S

¥8ES'S
86v5'S
§095°S

8v/S'S
1/485°S
1665°S
$019'S
9/19°S
£LT9°S
9r9'S
$299'S

£95T°L
£897L
6087°L
6582°L
2067°L A
9£0€°L
bLOETL
9/1€°L /]
rgg€°L
90pEL 4
95pe L 4
059¢°Z
TRIE
z16€°,
8LLT8~

67’8
8€0€'8 7

=TT

OH

T
©

HO

Q
7 =]
o]
r o
<
o~
1
-
Q
r
__ L
— - o~ .
o
| ~
o
o B
L= S
S
()
818 °
[}
L. °
(A4 >
w09 | ©
00°Z o
60| o g
860 F <
S -
g B E :'EI
17T L ';_’ g s
[za4 =
0'81 = 8
1€y [ D
0S| o ;:’
L3 3
b ®
L ©
- pd
L5 >
8L o
L ©
o
g B
L3 =
(&)
(3]
- o
(75}
IS L
o
Q
-~
Eé 09'6 [
Ln
-~
Q
- oo
—% 0L°E
1
- oo
Q
Y

238



L

9LL
8LL 7
8L
86/
8'6L
048 —

8'€0T —

T'eeT
€€t }
S/t }
9°/TT
€821
€8T
P8¢t
S'8ET
9'8€T

6°EbT
0vbT
18441
18441

Espectros de RMN de 'H y °C

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

90

150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95

Espectro 97. RMN de 3C (125.7 MHz, DMSO-ds) del derivado 79.

239



Espectros de RMN de 'H y °C

240



