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Resumen

En este trabajo de tesis se realizd la sintesis de nuevos derivados esteroidales procedentes de
diosgenina que contienen enlaces de tipo tioureido y selenoureido sobre el C-3; ademaés se
obtuvieron nuevos glicoconjugados esteroidales mediante la metodologia click chemistry. Para la
obtencion de los nuevos derivados que poseen grupos tioureido (7-9) y selenoureido (13) se utilizd
como compuesto de partida la diosgenina (1) la cual mediante una reaccion de tosilacion sobre el
hidroxilo del C-3 condujo al derivado 2. La sustitucion del grupo tosilo con NaN; permitié obtener
la azida 3, posteriormente mediante la reaccién de acetdlisis utilizando Ac,0 y BF;-Et,O se obtuvo
el derivado 22-oxo-26-hidroxilado 4. La reduccién de la azida con H,, Pd(OH),/C proporcioné la
amina 5. Para la obtencion de las tioureas, se tratd 5 con tiofosgeno, lo que condujo al isotiocianato

6, su reaccion con tres aminas distintas llevé a la obtencion de las nuevas tioureas esteroidales 7-9.

La obtencidn de la selenourea 13 se llevd a cabo a partir 4 mediante la acetilacion del hidroxilo en
el C-26 lo que condujo al derivado 10, a continuacion se redujo el grupo azido para obtener la
amina 11, finalmente su acoplamiento con selenocianato de fenilo 12 dio como resultado el

derivado 13 (Esquema 1).
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Esquema 1. Ruta sintética para obtener las tioureas 7-9 y la selenourea 13.

Los glicoconjugados esteroidales se formaron a través de un puente de tipo 1,2,3-triazol mediante la

ciclacién 1,3-dipolar azido-alquino catalizada por Cu(l), ejemplo mas caracteristico de las
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reacciones tipo click chemistry en lugar del clasico enlace glicosidico. Para la sintesis de los
derivados que poseen el anillo de triazol directamente unido al esteroide se utilizé la azida 10, un
propargil glucopiranésido O-protegido y un monopropargil derivado de a-ciclodextrina
respectivamente, Cul como catalizador y DIPEA como base. Mediante esta metodologia se
obtuvieron los derivados 14 y 15. La posterior desproteccion de los hidroxilos de los azlcares

condujo a los glicoconjugados finales 16 y 17 (Esquema 2).
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Esquema 2. Ruta sintética para obtener los derivados glicoconjugados 16 y 17

La formacion de los glicoconjugados esteroidales en los que el anillo de triazol esta directamente
unido al azucar se llevo a cabo mediante la siguiente metodologia.

HC=CCH,Br Ac,0, BF5OEt,
NaH
/\O

18 = o 19

R-|
20 N3 /(;’ij)‘ H,, Pd/C
Cul, DIPEA N/Y\o
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MaChi bbb
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R= B”O&&)\ &&/O/ﬁ)\
BnO BnO BnO
OBn ) OBn

21 22

Esquema 3. Ruta sintética para la obtencion del derivado 23.
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El hidroxilo en el C-3 de la diosgenina (1) se sometié a condiciones de propargilacion utilizando
bromuro de propargilo para formar el compuesto 18; una posterior reaccion de acetolisis permitio
aislar el derivado 22-oxo0-26-hidroxilado 19, la acetilacion del hidroxilo libre condujo al derivado
20, mediante la reaccion tipo click chemistry utilizando este derivado y las azidas de glucosa y
lactosa benciladas respectivamente se obtuvieron los glicoconjugados 21 y 22. Finalmente la
desproteccion de los hidroxilos sélo fue posible en el derivado de glucosa 21; en las condiciones de
hidrogenacion se redujo asimismo el doble enlace, conduciendo de manera estereoselectiva a la

obtencion del derivado 23 con configuracién 5a. (Esquema 3).



Capitulo 1. Introduccion

Los productos naturales, extraidos de plantas y animales se han ocupado desde cientos de afios atras
en las medicinas tradicionales, tales como la ayurveda (india), china, unani (medicina grecoarabe),
o la americana, contra distintos padecimientos. La gran variedad de propiedades farmacoldgicas que
muestran, han impulsado el aislamiento y caracterizacion de los compuestos activos, asi como su
sintesis a grandes escalas en la industria farmacéutica. Sin embargo, la busqueda de nuevos y
mejores medicamentos para el tratamiento de enfermedades sigue siendo el objetivo principal de

muchos grupos de investigacion.

En lo que a esto respecta, la sintesis organica se ha convertido en una herramienta clave para la
sintesis y modificacion de productos naturales que tengan mejores caracteristicas y sean mas
potentes que aquellos que se encuentran actualmente en el mercado. Dentro de las propiedades méas

buscadas en estos compuestos se encuentran:

e Disminuir su toxicidad en el organismo.

e Disminuir o eliminar los efectos secundarios.
e Mejorar su eficacia.

o Hacerlos més especificos.

e Mejorar su biodisponibilidad.

e Mejorar su interaccion con el receptor.

e Mejorar la solubilidad del farmaco en agua.

Esta Gltima propiedad permitird disminuir la dosis administrada y con ello su toxicidad al existir un

transporte efectivo hacia su sitio activo.

Los esteroides se encuentran dentro de este grupo de compuestos naturales que han sido
frecuentemente modificados en un esfuerzo por investigar sus efectos fisioldgicos. Aunque muchos
de ellos han mostrado propiedades terapéuticas de gran importancia, siendo buenos candidatos para
funcionar como farmacos, se han descubierto muchos derivados més activos y poderosos que

aquellos obtenidos de fuentes naturales.
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De la misma manera muchas investigaciones sobre esteroides han estado orientadas en la busqueda
de nuevos compuestos que puedan funcionar como antibidticos, antivirales y para el tratamiento de

enfermedades comunes como el cancer.

En la actualidad el cancer representa un problema de salud publica a nivel mundial, con una gran
incidencia en personas de todos los niveles socio-econdmicos; los medicamentos y terapias
utilizados hoy en dia no son del todo selectivos y presentan muchos efectos secundarios, por lo que
siguen siendo estudiados para ser mejorados. En lo que a esto respecta muchos de estos derivados
esteroidales sintetizados han sido probados como agentes citotoxicos y antiproliferativos frente a
una gran variedad de lineas celulares cancerosas (mama, prdstata, cérvix, garganta y colon entre
otras) mostrando resultados prometedores; el estudio de este tipo de moléculas continGa siendo un

tema de interés actual.

Con la mira puesta en este problema el trabajo de investigacién esta orientado a la busqueda de
nuevos esteroides que tengan una mayor actividad bioldgica que la reportada en la literatura y que

contribuyan al descubrimiento de nuevos farmacos.

Se presenta la sintesis y caracterizacion de diversos derivados (glicoconjugados, tioureas y
selenourea) que han sido ya probados como agentes citotoxicos y antioxidantes mostrando

resultados satisfactorios.



Capitulo I1. Antecedentes

2.1 Derivados esteroidales

Los esteroides son un grupo de compuestos naturales presentes en plantas, animales y hongos que
desempefian actividades biolégicas importantes. En los mamiferos cumplen funciones reguladoras
(&cidos biliares), estructurales (colesterol) y hormonales (corticoesteroides, estrdgenos,
andrdgenos). Ademas cientos de esteroides extraidos de fuentes naturales han mostrado poseer
actividad farmacoldgica importante? y miles de derivados méas se han sintetizado en la busqueda de
nuevos y mejores farmacos,® permitiendo asi su uso como hormonas, diuréticos, agentes

antibacterianos y anticancerigenos, entre otros.

En la basqueda de nuevos derivados con mayor actividad bioldgica se han realizado modificaciones
en la cadena lateral de los esteroides, en los diferentes anillos del sistema tetraciclico y en la
transformacion o insercion de distintos grupos funcionales. Algunos de estos grupos funcionales

poco estudiados en los esteroides son las tioureas y selenoureas.

En la literatura se ha descrito una variedad de compuestos que contienen la funcion tiourea en su
estructura y que han mostrado actividad antiproliferativa y antitumoral en contra de diversas lineas
celulares cancerosas;” sin embargo a pesar de que tanto diversas tioureas como estructuras
esteroidales por si mismos han presentado actividad bioldgica importante, son pocos los casos en

los que se han sintetizado esteroides con enlaces de tipo tioureido.

En la figura 1 se presenta uno de los pocos derivados de este tipo el cual mostrd ser un potente

agente antibacteriano dando mejores resultados que el antibiético cloranfenicol.’

AcO

Figura 1. Tiourea esteroidal con actividad antibacteriana.
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En cuanto a las selenoureas esteroidales, no se encuentran aun reportes en la literatura que describan
la obtencion de estos compuestos y son pocos los casos en donde se utiliza el selenio como parte de

estas estructuras.®

El selenio es un oligoelemento involucrado en diversas funciones fisioldgicas en el cuerpo humano
que recientemente ha llamado la atencién debido a que se le han asociado interesantes propiedades
biolégicas;” de manera natural se encuentra en algunas proteinas como la glutation peroxidasa
(GPx) que actlla como un mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo. Ademas numerosos
derivados de selenio han mostrado tener actividad antioxidante® y anticancerigena,® existiendo
numerosos grupos funcionales conteniendo selenio con relevantes propiedades tales como
selenuros, diselenuros y selenaheterociclos, entre otros.”® Algunas isoselenoureas han mostrado
también tener actividad bioldgica importante al actuar como agentes citotoxicos frente a lineas
celulares del cancer de prostata™ y como inhibidores selectivos de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), responsable de la sintesis del 6xido nitrico que contribuye al crecimiento de

tumores celulares en el cancer de colon*”y en el melanoma®® (Figura 2).

NH /\/©/\/86ﬂ/ NH,
HZNJJ\Se NH

Figura 2. Isoselenourea inhibidoras de iNOS.

2.2 Glicoconjugados esteroidales

Otros derivados esteroidales de gran importancia y que presentan una gama diversa de propiedades
interesantes son las saponinas esteroidales. En general las saponinas constituyen un importante
grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal y animal. Su
estructura consiste en una aglicona (esteroidal o triterpénica) no polar unida a una 0 mas unidades

de carbohidratos (Figura 3).

Figura 3. Ejemplo de una saponina esteroidal.



Capitulo I1. Antecedentes | 11

La extensa variedad de actividades bioldgicas que tienen han permitido que las plantas que poseen
saponinas se hayan utilizado en la medicina tradicional durante siglos;' la presencia de azicares en
estas estructuras tiene un efecto importante en sus propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas, lo que
repercute en la interaccion de las moléculas con los receptores bioldgicos, facilitando de esta

manera su absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion.™

Entre las actividades terapéuticas que poseen, las saponinas han mostrado actividades como
expectorantes, antiinflamatorios, vasoprotectores, antiparasitarios, etc. Incluso, estudios recientes
prueban que algunas de ellas podrian actuar como adyuvantes en numerosas vacunas profilacticas y

terapéuticas contra el cancer y diversas infecciones.'®

A diferencia de las saponinas triterpénicas extraidas principalmente de las plantas dicotiledoneas,
las saponinas esteroidales se encuentran usualmente presentes en familias monocotileddneas,
especialmente en la Dioscoreaceae (v.g. Dioscorea), la Agavaceae (v.g. Agave, Yucca) y la
Liliaceae (v.g. Smilax, Trillium). Estos glicosidos esteroidales han mostrado una importante
actividad antifingica,’’ antidiabética,'® antiinflamatoria,"® gastroprotectora®® y anticancerigena,®

entre otras.?

Entre los glicosidos esteroidales mas destacados podemos mencionar a la saponina espirostanica
natural dioscina extraida por primera vez en 1937 de los bulbos de Dioscorea tokoro y que ha
presentado una amplia gama de propiedades terapéuticas, entre las que podemos mencionar la

|,23

antiviral,*® antif(ngica® y anticancerigena: como inductor de apoptosis de células HeLa,® frente al

cancer de lengua® y contra el glioblastoma multiforme,? entre otras (Figura 4).

HO

%7
HO How rha
HO

OH
Figura 4. Estructura de la saponina espirostanica dioscina.

Otro ejemplo es la saponina natural OSW-1 (Figura 5) que se extrajo por primera vez de los bulbos
de Ornithogalum saundersiae®® como componente mayoritario de un pequefio grupo de saponinas
colestanicas. Las pruebas bioldgicas revelaron la potente actividad citostatica que presenté sobre

diversas lineas celulares cancerosas humanas, incluyendo la linea celular HL-60 (Leucemia
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humana) y de adenocarcinoma pulmonar humano, mostrando tener valores de ICsq entre 0.1y 0.3
nM, una actividad mucho més potente (10 a 100 veces) que algunos de los agentes anticancerigenos
actualmente utilizados, tales como mitomicina C, cisplatino, camptotecina, Adriamicina® y
Taxol®.”

OMe

Figura 5. Estructura de la saponina colestanica OSW-1.

Sin embargo, la escasa cantidad de saponinas que se obtiene de fuentes naturales ha impulsado el
estudio de la sintesis total de estos compuestos,® asi como de analogos que presenten una mayor

actividad terapéutica.*

La basqueda de estos nuevos glicosidos esteroidales con mayor actividad biol6gica se ha basado
frecuentemente en la modificacién de la aglicona y/o en las unidades de monosacaridos unidos a
ella; sin embargo pocos estudios se han centrado en la conexion entre el carbohidrato y el esteroide.
Los enlaces glicosidicos son relativamente labiles y se hidrolizan facilmente en el organismo, por lo
que una estrategia en la sintesis de estos compuestos es la formacion de glicomiméticos; estructuras
en donde el enlace glicosidico se ha sustituido por un fragmento iséstero o por un conector mas
robusto. Estos derivados han presentado una mayor estabilidad frente a las hidrélisis quimicas y/o
enzimaticas, por ejemplo los aminoglicésidos o los tioglicosidos,* incluso algunos de ellos han
mostrado incrementar la actividad de los productos naturales analogos y la selectividad en su

actividad citotéxica frente a células tumorales.*

Recientemente se ha descrito la sintesis de glicésidos esteroidales donde el enlace glicosidico se ha
sustituido por otro grupo funcional. Por ejemplo, en la figura 6b se muestra un neoglicésido
analogo del glucésido cardiaco digitoxina (Figura 6a), donde el enlace glicosidico R-O- se
sustituy6 por un grupo alcoxiamino (R-NOR’-). Este compuesto mostré una actividad citotoxica

similar a la del compuesto natural frente a diversas lineas celulares cancerosas.*
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OH Melo OH
0 N
Hyc O H HOXKOH H
3 2 OH b)
H\O
oH

Figura 6. a) Digitoxina. b) Neoglicdsido, analogo de digitoxina.

En esta misma linea de investigacion, se han descrito esteroides unidos a azUcares utilizando un
puente de tipo 1,2,3-triazol mediante reacciones tipo click chemistry.® Estos derivados presentan
importante actividad citotoxica en contra de distintas lineas celulares cancerosas humanas, un
aumento de solubilidad en distintos disolventes incluyendo agua y mayor estabilidad con respecto al
glicésido comun (Figura 7).%

OAc

Figura 7. Glicoconjugado esteroidal con actividad citotdxica.

2.3 Click chemistry

El término click chemistry se utilizé por primera vez en 2001 por Sharpless et al. para nombrar a un
tipo de reacciones selectivas para la sintesis rapida de nuevos compuestos a través de la formacion
de enlaces de carbono con heterodtomos (C-X-C). El término asignado implica la sintesis de nuevos
compuestos mediante la unién de pequefias unidades, reacciones en altos rendimientos y
estereoespecificas, la generacion de subproductos inofensivos, condiciones de reaccion simples,
materias primas de facil acceso y reacciones libres de disolvente o en su defecto el uso de un
disolvente benigno o facil de remover. El producto ademas debe ser facil de aislar y estable bajo

condiciones fisioldgicas.’

Dentro de las reacciones con formacién de enlaces carbono-heterodtomo podemos encontrar:
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o Cicloadiciones de especies insaturadas: cicloadiciones 1,3-dipolares y reacciones de Diels-
Alder.

e Sustituciones nucleofilicas: Reacciones de apertura de anillos de heterociclos electrofilos
tensionados como epdxidos, aziridinas, iones aziridinio y episulfonio.

¢ Quimica de carbonilos de tipo no aldélica como formacion de ureas, tioureas, heterociclos
aromaticos, éteres de oxima, hidrazonas y amidas.

e Adiciones a enlaces multiples carbono-carbono: epoxidacion, dihidroxilacion,

aziridinacién, adicién de halogenuros de sulfenilo, adiciones de Michael de reactivos Nu-H.

La reaccion de cicloadicion dipolar de Huisgen de azidas y alquinos para formar 1,2,3-triazoles ha
sido considerada por Sharpless como la mejor de todas las reacciones click chemistry debido a la
estabilidad de las azidas hacia la dimerizacion, hidrdlisis y a una variedad de condiciones de
reaccion estandar en sintesis organica; sin embargo la reaccion involucra temperaturas altas y una

nula regioselectividad dando una mezcla 1:1 de derivados 4- y 5- sustituidos (Esquema 4).*

3 4 3 4
Re—— + RN 80-120°C_ N7\, 'H\SR
3 N N
2N~N 2N~>N
1R. 1R,

regioisomero 1,4 regioisémero 1,5
Esquema 4. Cicloadicion dipolar de Huisgen.

Variaciones de esta reaccién utilizando cobre(l) como catalizador han brindado mejores resultados
dando como Unico regioisdmero el 1,2,3-triazol 1,4-disustituido. En el 2002 el grupo de Meldal
reportd la sintesis de triazoles 1,4-disustituidos entre azidas y acetilenos terminales sobre un soporte
sélido catalizada con cobre.*® La metodologia descrita involucra Cul y DIPEA como base

obteniendo buenos rendimientos experimentales (Esquema 5).

(o}

(0]
A » . o . cg . HO
/J\Xxx-Phe-Gly-O 1. Acido 2-azido-2-metilpropiénico, DIPEA, Cul %NVJ\XXX—F&]G-GW-OH

2.0.1 M NaOH (aq) -
>95% o N

@ = HMBA-PEGAg

Xxx = Ala, Pro, Thr(t-Bu), Tyr(t-Bu), Asp(t-Bu), Asn(Trt),
His(Trt), Cys(Trt), Met, Lys(Boc), Trp(Boc), Arg(Pmc)

Esquema 5. Cicloadicion catalizada con sales de cobre(l).

En el mismo afio el grupo de Sharpless reporto la formacion in situ de Cu(l) mediante la reduccion

de sales de cobre(ll) mas baratas y generalmente mas puras que las sales de Cu(l). El procedimiento



Capitulo I1. Antecedentes | 15

ocupado involucra como reductor &cido ascérbico y/o ascorbato de sodio; la reaccion se llevd a
cabo a t.a. en una variedad de disolventes sin observarse subproductos tales como diacetilenos
primarios, bis-triazoles y 5-hidroxitriazoles (Esquema 6).°

CuS0,-5H,0, 1 mol%

/
/ _
N3 O¢ ascorbato de sodio, 5 mol% N/N~N /
* H,O/-BUOH, 21, ta. 8 /o\/‘k/

91% h

Esquema 6. Formacién de 1,2,3-trizoles 1,4-disustituidos utilizando Cu(l) in situ como catalizador.

Aunque existen actualmente numerosas variantes, estas son las condiciones mas ampliamente

utilizadas en las cicloadiciones 1,3-dipolares azido-alquino catalizadas por Cu(l).



Capitulo I11. Objetivos

Objetivo general

e Funcionalizar la posicion 3 del esqueleto esteroidal de diosgenina a partir de derivados 22-
oxocolestanicos mediante la introduccion de funciones tipo tio(seleno)ureido y 1,2,3-
triazolilo.

Objetivos particulares

e Sintetizar nuevos glicoconjugados esteroidales.

o Sintetizar distintos derivados que contengan en su estructura enlaces de tipo tioureido y
selenoureido.

e Encontrar las condiciones éptimas de reaccion para obtener tiempos de reaccion cortos y
buenos rendimientos quimicos para sintetizar los nuevos derivados.

e Caracterizar los nuevos productos obtenidos mediante métodos fisicos y espectroscopicos.

o Realizar distintas pruebas de antioxidacion del derivado que contenga selenio en su
estructura.

e Realizar pruebas de citotoxicidad en contra de distintas lineas celulares cancerosas a los

derivados finales obtenidos.
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4.1 Sintesis de nuevos derivados esteroidales

La sintesis de los nuevos derivados con enlaces tioureido, selenoureido y los glicoconjugados
esteroidales se llevo a cabo partiendo de la sapogenina espirostanica diosgenina (1) comercialmente

disponible.

4.1.1 Tioureas esteroidales

La sintesis de las tioureas esteroidales se realiz6 de acuerdo a la siguiente metodologia (Esquema
7).

% 1 _ TsClpy _ /(;6)\ NaN, di)\ Ac,0, BF5OEt,
DMAP, CH,Cl, 150 CH,Cl,
HO cuantitativo 52% 52% .
N3
H2 Pd(OH),/C Tlofosgeno R-NH,
4 e
AcOEt CaCO3 seN® THF s
H,0-CH,Cl,
95% 6 R~NJ\N~“
74% H H
R=
SRATTaoNS
7 8 9
87% 85% 40%

Esquema 7. Sintesis de tioureas 7-9.

e (25R)-3B-0O-(p-toluensulfonil)espirost-5-eno (2)

La formacion del derivado tosilado 2 reportado ya en la bibliografia® se llevé a cabo utilizando
TsCl, piridina y DMAP bajo condiciones anhidras, pues se debe evitar la hidrdlisis del TsCl muy
sensible a la humedad. El derivado obtenido es bastante inestable debido al doble enlace

homoalilico presente en la estructura, por lo que la reaccion se llevo a cabo a 0 °C, ademas el



Capitulo IV. Discusion de resultados | 18

procesado de la reaccion se realiz6 utilizando disoluciones frias y realizando los lavados
rapidamente. La purificacion del compuesto utilizando gel de silice no fue posible pues se observa
la descomposicién del derivado, por lo que la siguiente reaccion se llevo a cabo inmediatamente sin

purificar.

e (25R)-3a-azidoespirost-5-eno (3)

El desplazamiento del grupo tosilo en 2 por la azida, se realiz6 utilizando NaN; y DMF anhidra.*
La reaccion de sustitucion se llevo a cabo mediante un mecanismo Sy2 que presentd inversion de la
configuracion, por lo que la azida en C-3 se encuentra ahora en posicion a. El producto 3 se obtuvo
en un rendimiento moderado debido a que se observo la formacién de muchos subproductos de
reaccion. Se realizaron diversos ensayos para mejorar el rendimiento de la reaccion que incluyeron
aumentar la relacion de NaNs; con respecto al esteroide, la eliminacion de agua del medio y la
variacién en la temperatura; sin embargo se observé que al trabajar a una temperatura menor de
60 °C la reaccion se vuelve muy lenta, por el contrario cuando se aumenta la temperatura hasta

75 °C surgen mas subproductos de reaccion con lo que disminuye el rendimiento de 3.

El compuesto 3 también se intentd sintetizar a partir del derivado mesilado 24 sin obtener mejores
resultados (Esquema 8). Cabe mencionar que todos los productos formados, los cuales no fueron

identificados, tienen un Ry muy parecido y son bastante apolares.

—_—

\

MsO Ng™
24 3

Esquema 8. Formacion de 3 a partir de 24.

is
19

27

21

26a
20
S 3
16 26e ab
_j\ M A "

5.5 5.0 a5 4.0 3.5

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
1 (ppm)

Figura 8. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) del compuesto 3.
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En el espectro de RMN de 'H se observa como cambio més significativo, con respecto a la

diosgenina (1), el desplazamiento de H-3 (3.52 ppm en 1 frente a 3.86 ppm en 3) (Figura 8).

El cambio en la forma de la sefial de H-3 también es evidente. El ancho del pico a la mitad de su
altura (Wy, = 8.3 Hz) fue indicativo de su orientacion 3. Aquellos derivados con un sustituyente R
en C-3 en posicion B tienen sefiales mas anchas, debido a las interacciones entre Hs-H, y Hz-H, las
cuales producen dos J grandes correspondientes a la interaccion con los hidrégenos axiales (a)
vecinos y dos J moderadas generadas por la interaccion con los hidrégenos vecinos ecuatoriales (e)
(Figura 9, a). Por el contrario, cuando el sustituyente R se encuentra en posicion o como el caso
del compuesto 3, la sefial se vuelve mas angosta al tener dos interacciones e,a con J moderadas y

dos e,e con J pequefas (Figura 9, b).

Q) H oy b) H
e A=A
3 F* }4 3 F{ rﬁ
Figura 9. Representacion de los anillos A y B del esteroide. Se omite el metilo en C-10 para una mejor visualizacion.

Los desplazamientos de las sefiales en el espectro de RMN de *C son también muy similares a los
del espectro de 1,*® aquellas sefiales que muestran un cambio mas drastico son el C-3 que se
desplaza a frecuencias mas bajas (58.2) ppm y aquellos carbonos cercanos a éste (C-1, C-2 y C-4)
(Figura 10). Los & de RMN de *H y **C de la diosgenina (1) y el derivado 3 se muestran en la tabla
1.

La demostracion del cambio en la configuracion del C-3 debido a la reaccion de sustitucion Sy2 se

discutira mas adelante (Seccién 4.1.3.1).

25 24
1 2
a
1
’ J\'Jtvm
37 36 35 34 33 3 3 29 28 27 26 25

2 1 30
1 (ppm)

16

N

135 130 125 120 115 110 105 100 o5 20 a5 s0

26

M 3 ‘ MM J

l L‘ A
o v )
s 6o 55 so  as 35 30 35 30 15 1o

Figura 10. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) del compuesto 3.



Capitulo IV. Discusion de resultados | 20

, 143 3
Posicion T B T Bo-
1 36.7 335
2 317 26.0
3 3.52 (m) 71.8 3.86 (M) 58.2
4 42.3 2153 ((’:‘n)) 36.0
5 140.8 138.1
6 5.42 (m) 121.4 5.37 (m) 122.9
7 33.7 31.9
8 315 313
9 50.1 49.8
10 37.2 37.2
11 21.1 20.5
12 39.8 39.7
13 40.3 40.2
14 56.5 56.5
15 316 31.8
16 4.41 (m) 80.8 4.39 (m) 80.8
17 62.1 62.0
18 0.79 () 16.5 0.76 () 16.3
19 1.02 (s) 19.4 1.0 (s) 19.0
20 41.6 1.8 (m) 41.6
21 0.97 (d) 145 0.95 (d) 14,5
22 109.3 109.3
23 1.81 (ax) 31.4 31.3
24 28.8 28.8
25 30.3 30.3
n W w N w
27 0.79 (d) 17.1 0.77 (d) 17.1

Tabla 1. Desplazamientos de RMN (5, ppm) de *H (400 MHz, CDCIs) y *3C (*125 MHz, **100 MHz, CDCl;) de 1y 3.

e Acetato de (25R)-3a-azido-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo (4)

La sintesis del derivado 4 se llevo a cabo mediante las condiciones de acet6lisis ya descritas en
nuestro grupo de investigacion.* El control del tiempo de reaccion y la temperatura es crucial para
la obtencion del derivado 26-hidroxilado, un aumento en el tiempo de reaccion proporciona el

derivado acetilado mas dificil de purificar. Ademas, la formacién de otros subproductos
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furostanicos y epoxicolestanicos descritos ya en la bibliografia*® disminuyen el rendimiento de la
reaccion. Los mecanismos posibles de esta reaccion se muestran en el esquema 9. Como primer
paso se produce el ataque del par de electrones del oxigeno en el anillo F hacia el C-22, la apertura
del anillo E propicia el ataque del par electronico del enlace C-O hacia el carbonilo de una molécula
de Ac,O activada por BF; lo que permite la acetilacion del C-16 y la formacién del ion
oxocarbenio en el intermedio (i); el posterior ataque de una molécula de agua ya sea sobre el C-26
(Ruta A) o sobre el C-22 (Ruta B) permite obtener el derivado hidroxilado 4.

Ruta A

Esquema 9. Mecanismo para la formacion de 4.

La ccf de la reaccion mostrd la formacion, en pequefias cantidades, de otro derivado con Ry muy
cercano a 4. El trabajo que se ha realizado en nuestro grupo de investigacion nos permitié saber que
se trataba del epimero en C-21; su formacion es posible debido a la presencia de AcOH (formado en
el tratamiento de la reaccion por la hidrdlisis del Ac,0) y/o de BF; en el medio de reaccion, los
cuales catalizan la formacién del enol. El mecanismo de reaccion para la formacion del epimero se
muestra en el esquema 10 y se describe a continuacién. El oxigeno de la cetona en C-22 se protona
con el &cido del medio, una posterior eliminacién del proton o al carbonilo da lugar a la formacion
del enol, finalmente la tautomerizacién a la forma cetdnica mas estable conduce a la epimerizacién
del C-21.

szl\‘
H +

o-H
23 [ /)

Esquema 10. Mecanismo de epimerizacion en C-21 de 4.

La purificacion cuidadosa por cromatografia en columna permitié obtener el derivado 4 de manera
pura, sin observarse sefiales del epimero en los espectros de RMN. Por otra parte, los cambios en el

espectro de RMN de *H que evidencian la apertura selectiva de los anillos E y F y la formacion de
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la cadena lateral 22-oxocolestanica es el desplazamiento a frecuencias mas altas de H-16 debido al
efecto electroatractor del grupo acetato en C-16 (4.96 ppm); también se observa el desplazamiento a
frecuencias mas altas del H-20 en aproximadamente 1.1 ppm, el cual pasé de estar adyacente a un
espiroacetal a estar vecino a un grupo carbonilo de cetona y de H-21 (en aproximadamente 0.17
ppm) que aparece ahora en 1.12 ppm. Otro cambio importante en el espectro de 'H de 4 con
respecto a la materia prima, es la sefial de los hidrégenos 26 que en esta estructura forman parte de
una cadena de libre giro y no del anillo tetrahidropiranico F de 3. La sefial de H-26 aparece como
doble que integra para dos hidrdgenos; cabe resaltar que a pesar de continuar siendo hidrogenos
diasterotdpicos su desplazamiento es accidentalmente el mismo. Finalmente la aparicion de la sefial
simple en 1.94 ppm correspondiente al metilo del acetato en C-16 corrobora la estructura 4 (Figura
11).

18
19

metilo

-OAc 27

21

26

ik i : L

5.5 5.0 a5 2.0 3.5 2.5 2.0 1.5 1.0 o.5

3.0
1 (PPm)

Figura 11. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDClIs) del compuesto 4.

En el espectro de RMN de *3C los cambios mas significativos son los de las sefiales de los carbonos
que formaban parte de los anillos E y F mostradas en la figura 12, ademas de la aparicién de las
sefiales a frecuencias altas correspondientes a la nueva cetona formada en C-22 (213.7 ppm) y del

carbonilo del acetato sobre C-16 en 169.9 ppm.

20
24 21
23 metil 27
-OAC]
el Wttt MMM b Y ‘ It Wit b J‘ Pl Pl bialh
44 42 40 38 36 34 32 2 26 24 22 20 18 16 14
26
16

100 20 80 70 e s0 40 3

Figura 12. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) del compuesto 4.
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e Acetato de (25R)-3a-amino-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo (5)

La formacién de la amina en C-3 se realiz6 mediante hidrogenacién catalitica de 4 con Pd(OH),/C
como catalizador. La reaccion es bastante limpia, por lo que no es necesario purificar el compuesto
5 por cromatografia en columna, ademas de ser una reaccién rapida y que da excelentes

rendimientos.

18
metilo 19
-OACc

27

21

26

3.0
1 (Ppm)

Figura 13. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 5.

Los espectros de RMN de *H y **C muestran sefiales con desplazamientos quimicos muy parecidos
a los del derivado 4 y solamente se observan cambios significativos en aquellos hidrégenos o
carbonos cercanos al carbono C-3 donde se realizé la transformacion. Por ejemplo, en el espectro de
'H se observa el cambio de H-3 de 3.86 a 3.16 ppm (Figura 13), mientras que en el espectro de **C
el cambio en el desplazamiento del C-3 de 58.1 a 46.8 ppm es el mas evidente, seguido del C-2 (de
26.1a29.5 ppm) y el C-4 (de 36.0 a 40.1 ppm) (Figura 14).

20
/\ML N MA
3
AAM.MM..MJuMlmlhmmle"m MA'MAAH‘LW ol nm.Jwr\Au»\ M}JLI«MMWM
ar as as

2 wemy

26

16

22 carbonilo s

-OAc

210 200 190 180 170 160 150 140 130 129 o ii0 100 20 s0 70 60 s0 a0 30 20 10
ppm

Figura 14. Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls) del compuesto 5.



Capitulo IV. Discusién de resultados | 24

e Acetato de (25R)-3a-isotiocianato-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo (6)

La sintesis del isotiocianato 6, compuesto clave para obtener las tioureas esteroidales, se realiz6
mediante el tratamiento de 5 con tiofosgeno. La reaccion es muy rapida y limpia, sin embargo el
compuesto es bastante inestable, por lo que la cromatografia en columna con gel de silice debe

realizarse rapidamente.

metilo
-OAc

27

5.6 5.4 5.2 S0 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 1.8 1.6 1.4 1.2 10 o8 o6
LT

Figura 15. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI,) del compuesto 6.

Nuevamente el cambio mas significativo que se observa en el espectro de 'H es el desplazamiento
de H-3 que ahora se encuentra en 3.93 ppm. Los desplazamientos de las demas sefiales son muy

similares a los de la materia prima 5 (Figura 15).
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Figura 16. Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls) del compuesto 6.

En el espectro de RMN de **C se observan con mayor claridad otras sefiales més pequefias
correspondientes al nuevo compuesto formado por la descomposicion de 6, aun asi es posible
apreciar la formacion del nuevo derivado y los desplazamientos de los carbonos de la molécula de

interés. Se puede observar la aparicion de una sefial en 132.4 ppm correspondiente al grupo
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—N=C=S y el cambio en el desplazamiento quimico de C-3 hacia frecuencias mas altas (55.1 ppm
para 6, 46.8 ppm para 5). Los carbonos cercanos a C-3 muestran un cambio ligero en sus
desplazamientos quimicos, con una variacion de aproximadamente 2 ppm con respecto al derivado
5 (Figura 16).

e Obtencion de las tioureas (7-9)

La sintesis de la tioureas esteroidales se realiz6 mediante la reaccion del isotiocianato 6 con las
aminas correspondientes para dar los derivados 7, 8 y 9 (Figura 17). La reaccion es bastante rapida

para los dos primeros casos y mas lenta para la triamina.

Figura 17. Tioureas sintetizadas.
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Figura 18. Comparacion de los espectros de RMN de *H (300 MHz, CDCIs) de las tioureas 7-9.

Los espectros de 'H de las tioureas se muestran en la figura 18. En el espectro del derivado 7 se
pueden observar las sefiales de los hidrogenos aromaticos entre 7.0 y 7.5 ppm, la sefial de los
hidrogenos bencilicos en 3.74 ppm y las sefiales anchas debidas a los hidrégenos de la tiourea -NH
en 6.68 y 5.68 ppm. Los espectros de 8 y 9 son muy similares entre si; la Gnica diferencia que se
observa es que en el espectro de 8 hay una mayor cantidad de sefiales en la region de 1.0 a 2.0 ppm
debido a los metilenos de la cadena alifatica, se observan ademas las sefiales de los hidrdgenos -NH

a diferentes desplazamientos quimicos en 5.98 y 5.76 ppm. Por otra parte a pesar de tener el
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compuesto 9 tres estructuras de esteroide unidas a la amina terciaria, la simetria de la molécula

permite que solamente se observen las sefiales correspondientes a un esqueleto esteroidal.

En los espectros de *C se puede observar la aparicién de una sefial a 180.0 ppm correspondiente al
C=S, excepto en el espectro de 9 que por ser la sefial tan pequefia no se llega a apreciar, lo mismo
ocurre con los carbonos vinilicos C-5y C-6 en 138.5 y 123.8 ppm respectivamente. En el espectro
del derivado 7 podemos observar ademas las sefiales de los carbonos arométicos de 136.2 a 126.8

ppm (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion de los espectros de RMN de *C (75 MHz, CDCls) de las tioureas 7-9.

La espectrometria de masas nos permitié evidenciar que en el caso de la tiourea 9, la amina formada
esta sustituida por tres fragmentos esteroidales. En la figura 20 se muestra el espectro de la tiourea

9 realizado mediante la técnica FAB en el que podemos observar el pico [M+Na]* a m/z = 1715.
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Figura 20. Espectro de masas de la tiourea 9.
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Ademas en el esquema 11 se muestra el mecanismo propuesto para la formacién de los fragmentos

m/z = 559 y del pico base m/z = 103.

N
S
+ Ry st - (\j\
Na e J\ N™ “NH,
R”L_/\/\H H H
m/z =103

m/z=1715 m/z = 559

Esquema 11. Mecanismo de formacién de los principales fragmentos del compuesto 9.

4.1.2 Obtencién de la selenourea esteroidal 13

Los siguientes derivados sintetizados en este trabajo se intentaron obtener utilizando los derivados 4
y 5 como materias primas, estos compuestos tienen el hidroxilo libre en el C-26 y los productos
obtenidos mostraron ser mas inestables que las tioureas descritas anteriormente al descomponerse

rapidamente, por lo que el derivado 4 se someti6 a condiciones de acetilacion (Esquema 12).

12
OAc  Hy, Pd(OH),/C © Se
AcOEt the pho JU
NE N

cuantitativo 2 1 85%

Ac,0, DMAP
2o
CH,Cl,

4

cuantitativo

Esquema 12. Sintesis de la selenourea 13.

e Diacetato de (25R)-3a-azido-22-oxocolest-5-eno-16,26-diilo (10)

La formacion del derivado acetilado 10 se Ilevo a cabo utilizando Ac,O y DMAP como catalizador.
De nuevo, al igual que lo observado para 4, la presencia de AcOH generado en el procesado,
condujo a la existencia de un derivado con Ry muy cercano a 10, con lo que la eleccion del sistema
de disolventes utilizado como eluyente en la cromatografia en columna fue esencial para aislar

completamente el derivado de interés.

En lo concerniente a la caracterizacion de 10, se observa en el espectro de *H un cambio drastico en
el desplazamiento de H-26 comparado con el de 4 hacia frecuencias mas altas (3.89 ppm), ademas
la aparicion de otra sefial simple en 2.0 ppm corrobora la acetilacion del hidroxilo en C-26 (Figura
21).
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Figura 21. Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCl,) del compuesto 10.

En el espectro de **C se observan dos nuevas sefiales que indican la presencia de un nuevo acetato:
una sefial a frecuencias altas (171.1 ppm) correspondiente al carbonilo del grupo, asi como la sefial
a 20.9 ppm perteneciente al metilo del grupo acetato. El desplazamiento de C-26 sin embargo es

analogo al del compuesto 4 (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de RMN de °C (75 MHz, CDCl;) del compuesto 10.

e Diacetato de (25R)-3a.-amino-22-oxocolest-5-eno-16,26-diilo (11)

La obtencion de 11 se realizd mediante la reduccion de la azida en C-3 de 10 con H,, Pd(OH),/C.
Nuevamente la reaccion fue muy rapida y limpia, sin necesidad de purificar el producto por
cromatografia en columna. El cambio més evidente en el espectro de RMN de 'H con respecto a la
materia prima 10 es el desplazamiento de H-3 a frecuencias méas bajas (3.16 ppm); las demés

sefiales muestran un desplazamiento semejante al de la materia prima 10 (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl,) del compuesto 11.

El espectro de *C muestra de igual manera un cambio significativo en C-3 al desplazarse hacia
frecuencias mas bajas a 47.0 ppm. Los desplazamientos de los carbonos cercanos donde se llevé a
cabo la transformacion C-2 y C-4 también muestran cambios en sus desplazamientos en
aproximadamente 3 ppm; las demas sefiales muestran desplazamientos préacticamente iguales a los

del compuesto de partida 10 (Figura 24).
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Figura 24. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCl5) del compuesto 11.

e Diacetato de (25R)-3a-(V’-fenilselenoureido)-22-oxocolest-5-eno-168,26-diilo (13)

La sintesis del isoselenocianato de fenilo (12) utilizado en la reaccion se realiz6 a partir de N-

|46

fenilformamida comercial (25) siguiendo el método descrito por Ferndndez-Bolafios et al.™ En esta

metodologia se utiliza trifosgeno como reactivo sustituto del fosgeno por ser més seguro de usar;
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este reactivo actla como un agente deshidratante para formar un isonitrilo (no aislado), el cual

reacciona con selenio elemental dando lugar al isoselenocianato 12 (Esquema 13).

o
HNJ\H NCSe
Trifosgeno, Se, Et;N ©
© Tolueno
25 15% 12

Esquema 13. Sintesis del isoselenocianato de fenilo (12).

Una vez formado el derivado 12 la sintesis de la selenourea 13 al igual que las tioureas se llevo a
cabo de manera rpida y sin necesidad de ningun tipo de catalizador. EI mecanismo de formacion
de 13 (Esquema 14) consiste en el ataque nucleofilico por parte de la amina sobre el carbono del

isoselenocianato; la posterior desprotonacion del grupo amino condujo a la formacién de la

selenourea deseada.

Esquema 14. Mecanismo para la formacién de 13.

La reaccion y purificacion del compuesto 13 se llevé a cabo en la oscuridad pues los derivados de
selenio son fotosensibles y se descomponen para formar selenio rojo elemental.*” El espectro de

RMN de "H muestra varios cambios con respecto a la materia prima.
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl,) del compuesto 13.

El desplazamiento de H-3 a frecuencias mas altas hacia 4.52 ppm muestra la desproteccion de este

hidrégeno al reemplazar una amina por un grupo selenoureido. Otros cambios evidentes son la
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aparicion de las sefiales de los hidrogenos aromaticos entre 7.36 y 7.10 ppm y las nuevas sefiales
pertenecientes a los grupos NH. La asignacion de los -NH se realizé con ayuda del experimento de
RMN de 2D HMBC vy al analizar la multiplicidad de cada sefial. El hidrogeno a 7.90 ppm aparece
como una sefial simple ancha y a pesar de estar cercano al carbono ipso del grupo fenilo no se
observa una correlacion en HMBC; por el contrario el hidrogeno a 6.38 ppm si presenta un
acoplamiento con la sefial del C-3 y se observa como una sefial doble con J = 7.5 Hz como
resultado del acoplamiento vecinal con H-3 (Figura 25).

El espectro de RMN de **C muestra la aparicion de una sefial a frecuencias altas hacia 176.6 ppm
correspondiente a la formacion del enlace C=Se, ademas las sefiales entre 135.6 y 125.5 ppm
corroboran la presencia del grupo fenilo presente en la estructura. Finalmente los cambios de
desplazamiento mas evidentes son los del C-3 hacia 54.2 ppm y de los carbonos adyacentes a este
centro C-1, C-2 y C-4 con un cambio de aproximadamente 3 ppm (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCl5) del compuesto 13.

También nos propusimos la preparacion del derivado organoselénico 29 partiendo de la -
naftilamina (26). El compuesto 26 se hizo reaccionar con formiato de etilo y AcOH para obtener la
formamida 27, posteriormente el derivado se trat6 con Se negro y trifosgeno para obtener el
isoselenocianato 28, finalmente su tratamiento con la amina esteroidal 11 condujo a la selenourea
29 (Esquema 15).

NH, i NHCHO NCSe
H” "OEt trifosgeno, Se, EtzN 11
> > _— Se
OO AcOH OO Tolueno OO THF O B
N .

N
26 79% 27 33% 28 50% H H

Esquema 15. Sintesis de la selenourea 29.
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Este compuesto, sin embargo, resultdé ser bastante inestable debido probablemente a la mayor
conjugacion con respecto a la N-fenilformamida y por lo tanto susceptible a una mayor absorcién de
luz, y dado que los derivados de selenio son fotosensibles y se oxidan facilmente, 29 present6
rapida descomposicioén con depoésito de selenio rojo en el tubo de RMN por lo que no pudo ser

caracterizado.

4.1.3 Glicoconjugados esteroidales

Para la sintesis de estos glicoconjugados se planted en primer lugar el acoplamiento azUcar-
esteroide mediante un enlace de tipo tioureido, por lo que se siguieron las siguientes metodologias
para obtenerlos (Esquema 16). Para ambas secuencias se utilizO6 como materia prima el
isotiocianato 6. En la ruta A se intentd realizar el acoplamiento directo con el azlcar utilizando para
ello la B-D-glucopiranosilamina (30), sin embargo a pesar de mantener a reflujo la reaccion por
varias horas no se observé cambio alguno para obtener 31 salvo la descomposicion de la materia

prima.

Et3N, THF-H,O H
o [lon a1
HOOH
O
TFA _O/U\CF3
. N S tlofosgeno CaCOg
CH,Cl HEN\/\”LH\.\\[ 3]':: J RO SCN\/\N [ £]

% Et3N, THF-H,0
OH : ! % 5,
H H
HO Q .
Hoé:N/NTN\/\NJLN"‘\
OH s H H 35

Esquema 16. Metodologias para obtener los glicoconjugados esteroidales con enlaces tioureido a partir del esteroide 6.

Pensamos que la reaccion no fue factible debido al impedimento estérico del esteroide para poderse
realizar el acoplamiento, por lo que en la ruta B decidimos introducir el grupo tioureido con un
espaciador que permitiera que el acoplamiento entre el azlcar y el esteroide no presentara ese
impedimento por encontrarse mas separados. En primer lugar se form6 un enlace tioureido del

isotiocianato 6 con la N-Boc-etilendiamina para obtener el derivado 32, posteriormente la
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desproteccion del grupo amino utilizando TFA condujo al compuesto 33, la reaccion con tiofosgeno
derivo en la obtencion del isotiocianato 34, finalmente este derivado se traté con las condiciones de
la ruta A sin obtener un resultado favorable.

Con estos resultados nos planteamos una nueva ruta para obtener el glicoconjugado glucosa-
esteroide, esta vez formando un isotiocianato en el azicar y haciéndolo reaccionar con la amina del
esteroide (Ruta C, esquema 17). En primer lugar se realiz6 la reaccion del aztcar 30 con tiofosgeno
lo que dio una mezcla en equilibrio del isotiocianato 36 y del tiocarbamato 37 reportada ya en la
literatura.*® El derivado 37 se obtiene por una ciclacion espontanea del grupo hidroxilo en C-2 del

azucar sobre el heterocumuleno, y actGa como isotiocianato latente en la preparacion de tioureas.

La mezcla de compuestos 36 y 37 se hizo reaccionar con la amina 5 sin obtener el glicoconjugado
esperado 31, por lo que procedimos a introducir una cadena en el azlcar de la misma manera que lo
hicimos con el esteroide (Ruta D). En primer lugar se hizo reaccionar el isotiocianato 36 con la N-
Boc-etilendiamina para dar el derivado 38, la desproteccion de la amina con TFA condujo al azicar
39 el cual se hizo reaccionar con el isotiocianato esteroidal 6, sin embargo tampoco obtuvimos el

glicoconjugado esperado 35 (Esquema 17).

HNJ\HN 31
Ho QZoH
RutaC | 5

HO OH

OH OH
tiofosgeno, NaHCO3
—————— = Ho 0 HO Q

30 ko H&/Ncs H(&%NH

36 OH 37 O s

Ruta D | N-Boc-etilendiamina

é& _TEA g v ¢ i

HO O H H TFA HO&/H H , El3 H H

N__N .Boc N_ _N — X o

HO \ﬂ/ ~N CH,Cl, HO \n/ \/\NH2 HOO N N\/\N)J\ o
" !l D

THF-EtOH H

38 39 35
Esquema 17. Metodologias para obtener los glicoconjugados esteroidales con enlaces tioureido a partir del azGcar 30.

Comparando estos resultados con las tioureas formadas anteriormente (7-9) pensamos que los
disolventes polares (H,O y EtOH) utilizados en la formacion de estos glicoconjugados (y necesarios
para la solubilidad de la glucosa), podrian impedir que el esteroide hidrofébico interaccionara con el
azucar, al formarse micelas o suspensiones coloidales del derivado esteroidal. De esta manera,
decidimos introducir el azlcar protegido por grupos bencilo lo que le permitiria ser soluble en un

disolvente menos polar.
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Como nuestro objetivo final era darle una mayor solubilidad al derivado esteroidal mediante el uso
de azUcares, era necesaria una desproteccion de los hidroxilos después de realizar el acoplamiento.
Sin embargo, el paladio utilizado en la eliminaciéon de los grupos bencilo es envenenado por
numerosos compuestos organosulfurados como las tioureas, por lo que decidimos utilizar esta vez

una urea como conector.

En primer lugar se hizo reaccionar el bromuro de glicosilo per-O-acetilado 40 con NaNj para
obtener la azida 41,% la posterior metandlisis de los acetatos con NaOMe condujo al azlcar 42, este
compuesto se protegio con grupos bencilo utilizando NaH y BnCI dando como resultado el derivado
43. La reduccion de la azida 43 con H,, Pd(OH),/C en presencia de EtsN nos permitié obtener la
amina 44 sin hidrogenar los grupos bencilo, posteriormente se tratd con trifosgeno para obtener el
isocianato de glucosa® 45. La reaccion de acoplamiento entre este compuesto con la amina
esteroidal 5 dio como resultado la urea 46; sin embargo el glicoconjugado obtenido mostré una
rapida descomposicion debido probablemente al hidroxilo libre de la cadena esteroidal, ademas se
observo por ccf un compuesto con R muy parecido a 46, por lo que su aislamiento resultd
imposible.

De esta manera, procedimos a realizar el acoplamiento del isocianato 45 con la amina 11 acetilada
en C-26 obteniendo nuevamente el acoplamiento deseado 47, observando su formacién por RMN
de *C (C=0 de urea en torno a 160 ppm) y a pesar de no observar alguna descomposicion del

derivado obtenido tampoco se pudo aislar completamente puro (Esquema 18).

OAc OBn
ACO&N‘ _NaN; AcO O N, NaOMe /&/ NaH, BnCl Bno/&/ Ha, PA(OH),/C, EtsN z/C EtsN
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cuant|tat|vo Lyl 99% 38% 99%
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—— - > | BnO I
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H
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I

HNON
Bno $Z0Bn
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BnO OBn

Esquema 18. Obtencion de glicoconjugados 46 y 47 mediante enlaces ureido.
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Una metodologia similar se utilizd para obtener el derivado de lactosa 55. El procedimiento se

muestra en el esquema 19 y se describe a continuacion.

La lactosa (48) se sometié a condiciones de acetilacion utilizando Ac,O y H,SO, para obtener
lactosa peracetilada 49, utilizando este azlcar y el método descrito por Cagnoni et al.** que consiste
en utilizar TMSN; y SnCl, como acido de Lewis, se obtuvo la azida 50 como Unico producto, una
desproteccion de los hidroxilos mediante el tratamiento con NaOMe y su posterior bencilacion dio
como resultado el aztcar 52. Posteriormente la reduccion de la azida utilizando H,, Pd(OH),/C en
presencia de Et;N permitio obtener la amina 53, cuyo tratamiento con trifosgeno condujo al
isocianato® 54. Finalmente la reaccion in situ de este derivado con la amina esteroidal 11 llevo a la
obtencion del glicoconjugado 55 que de manera analoga a los derivados de glucosa obtenidos
anteriormente (46 y 47) no pudo obtenerse como producto puro por existir una mezcla de

compuestos (Esquema 19).

HO OH OH AcO OAc OAc AcO OAc OAc
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Esquema 19. Obtencidn del glicoconjugado 55 mediante un enlace ureido.

4.1.3.1 Click chemistry. Anillo de triazol unido directamente a esqueleto esteroidal.

Con la finalidad de diversificar la naturaleza del glicomimético, y dada la imposibilidad de obtener
los glicoconjugados basados en tio(ureas), se ha ensayado la formacion de un linker de tipo 1,2,3-
triazol. Este heterociclo tiene grandes ventajas en su uso, por ejemplo: es un grupo inerte,
compatible con una amplia variedad de grupos funcionales y estd presente en numerosos
compuestos sintéticos con actividad biolégica. Como primera prueba se realizaron los

acoplamientos mediante el anillo de triazol utilizando el propargil o-D-glucésido 58 y el
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monopropargilo derivado de a-ciclodextrina 70 acoplados a la azida esteroidal 4 pero los productos
obtenidos mostraron una rapida descomposicion en el tubo de RMN, por lo que se utilizé la azida
10 con el hidroxilo de C-26 protegido por un grupo acetato.

e Diacetato de (25R)-3a-{4’-[(2°,3*°,4°°,6’-tetra-O-bencil-a-D-glucopiranosil)-O-metil]-
1’H-1°,2°,3’-triazol-1’-il}-22-oxocolest-5-eno-16,26-diilo (14)

En primer lugar se sintetizd el azGcar que actuaria como dipolaroéfilo en esta cicloadicion 1,3. La
metodologia que se siguid se muestra en el esquema 20 y se describe a continuacién. El hidroxilo
anomérico de la glucosa (56) se hizo reaccionar con alcohol propargilico y un catalizador de H,SO4-
gel de silice obteniendo el propargil glucésido 57 el cual se sometid a condiciones de bencilacién
mediante el tratamiento con NaH y BnCl y se aisl6 el anémero mayoritario o para obtener el
derivado 58, la reaccion click chemistry de este azlcar y la azida esteroidal 10 en presencia de Cul y
DIPEA dio lugar al producto 14 en un tiempo de 2.5 h'y en un rendimiento del 88%.

OH OH OBn
Hoﬁ“ alcohol propargilico HO&&M NaH, BnClI BnO o
HO o O T hs0,-sil HO oH \_ DMF-Tol BnO— 5o
-silica olueno n
56 2 4 57 O\/
35% 16% 58

10, C I, DIPEA
58 = &ﬁ (:'é)
AcOEt CH3CN
88% BnO f
Esquema 20. Obtencidn del glicoconjugado 14 mediante una reaccion de tipo click chemistry.

El mecanismo de cicloadicion 1,3 de un alquino terminal a una azida catalizada con sales de Cu(l)
no ha sido estudiado completamente, pero el aceptado es el que se describe en el esquema 21. Se
sabe que el cobre(l) 59 sustituye al hidrégeno del alquino 60 en presencia de una base tal como

ocurre en la reaccion de Sonogashira.”

El mecanismo de sustitucion implica un complejo de cobre m-alquino (61) que hace que el valor de
pK, del alquino disminuya y pueda ser desprotonado, lo que permite la formacién del alquinuro de
cobre(l) 62.% La formacion del enlace C-N clave en la formacion del anillo de triazol tiene lugar
entre el carbono nucleofilico B del alquinuro de cobre(l) 62 y el nitrégeno terminal de la azida 63
para dar el intermediario 64 el cual cicla intramolecularmente para formar el 5-triazolil-Cu(l) 65; la
protonacion de este derivado conduce al triazol 1,4-disustituido 66 de manera regioselectiva y a la

regeneracion del catalizador de cobre 59 (Esquema 21)."**
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Esquema 21. Formacién del triazol 1,4-disustituido 66.

En cuanto a su caracterizacion, en el espectro de RMN de *H podemos observar una sefial simple a
frecuencias altas hacia 7.68 ppm correspondiente a H-5’ perteneciente al anillo de triazol, ademas se
observan los hidrégenos diasterotopicos del -CH,- unido al heterociclo como dos sefiales dobles con
J =12.5 Hz ubicados en 4.70 y 4.63 ppm.
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl,) del compuesto 14.

Se observan también las sefiales de los hidrégenos arométicos entre 7.26 y 7.05 ppm que
corresponden a los fenilos de la molécula y los -OCH,Ph de los bencilos entre 4.74 y 4.41 ppm. Las
sefiales pertenecientes al azlcar se encuentran a frecuencias mas bajas entre 3.91 y 3.50 ppm,
excepto el H-1""a localizado en 4.95 ppm como una sefial doble con una J = 3.6 Hz, que demuestra
la anomeria a. El H-2"’ se presenta como una sefial doble de dobles con una J pequefia con H-1"’
(a,e) y una J grande con H-3"’ (a,a). Los hidrdgenos H-3"" y H-4’’ se muestran como sefales doble

de dobles con J grandes muy parecidas (a,a). EI H-5"" al acoplarse con H-4"" y los hidrégenos
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diasterotopicos H-6" aparece como una sefial doble de doble de dobles. Finalmente los hidrégenos

diasterotopicos H-6" presentan cada uno sefiales doble de dobles a diferentes 6 (Figura 27).
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-CH2 het
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4.70fl (ppm)m‘ss
Figura 28. Asignacion de hidrégenos bencilicos del compuesto 14.

Finalmente la influencia del heterociclo aromatico sobre H-3 es evidente al observar el cambio en
su desplazamiento quimico hacia frecuencias mas altas (4.74 ppm) con respecto a la materia prima
10 (Figura 28).

La asignacién de los hidrogenos pertenecientes al grupo bencilo se realizé con ayuda de espectros
de RMN de 2D tales como COSY, HSQC y HMBC, asi como del analisis de las constantes de

acoplamiento.

Mediante el acoplamiento observado a tres enlaces en el espectro de HMBC de los carbonos del
azucar con los hidrégenos bencilicos, se pudieron asignar las sefiales correspondientes a estos
-OCH,Ph (Figura 29).
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Figura 29. HMBC del compuesto 14. Acoplamiento de los carbonos del aztcar con los hidrégenos bencilicos.
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Conociendo cada uno de los hidrogenos bencilicos se pudo asignar el carbono correspondiente
ayudandonos de un espectro de HSQC en donde se comprobd que cada carbono bencilico se
relacionaba con los dos hidrogenos enlazados a él (Figura 30).
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Figura 30. HSQC del compuesto 14. Asignacion de protones bencilicos.

El espectro de RMN de **C muestra también los carbonos correspondientes al heterociclo, el C-4’
en 143.2 ppm y el C-5” en 122.4 ppm; se observa ademas el -CH, unido al heterociclo hacia 60.6
ppm. En cuanto a la presencia del azlcar podemos observar las sefiales pertenecientes a los
carbonos de la glucosa entre 82.0 ppm y 68.4 ppm excepto por el carbono anomérico C-1’
localizado en 96.0 ppm, en esta misma regién aparecen las sefiales de los carbonos bencilicos. Las
sefiales de los carbonos aromaticos se aprecian entre 138.7 y 127.5 ppm. Finalmente no se observa
un cambio considerable en el desplazamiento de C-3 con respecto a la materia prima 10 (Figura
31).
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Figura 31. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCl5) del compuesto 14.
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e Diacetato de (25R)-3a-{4’-[(a-D-glucopiranosil)-O-metil]-1’H-1°,2°,3"-triazol-1’-il}-22-
oxocolest-5-eno-16p,26-diilo (16)

La desproteccion de los hidroxilos de la glucosa se realiz6 utilizando H, y Pd/C como catalizador
durante 7 horas (Esquema 22), los espectros de RMN comprobaron que durante este tiempo de
reaccion no se elimind el doble enlace localizado en el C-5 de la molécula, en cambio la

eliminacion de los grupos bencilo se llevo a cabo de manera completa.

o N, o
H,, Pd/iC Ho o NN
HO —
HO 1
(¢]

Bn
N\
BnO —
BnO f
(e] 1

MeOH-AcOEt
6
Esquema 22. Desproteccion del glicoconjugado 14 para obtener el derivado 16.

4 92%

En el espectro de RMN de *H se puede apreciar la desaparicion de las sefiales de los hidrdgenos

aromaticos asi como de los hidrogenos bencilicos.

Se observa ademas un cambio en el desplazamiento de los hidrégenos pertenecientes al azlcar hacia
frecuencias ligeramente mas bajas. Ademas podemos corroborar la presencia del doble enlace al

observar la sefial en 5.42 ppm perteneciente al H-6 (Figura 32).
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H (700 MHz, CDCl;-CD30D) del compuesto 16.

En el espectro de RMN de **C se observa también la desaparicion de los carbonos aromaticos que
se ubicaban alrededor de 130 ppm, asi como de los carbonos bencilicos entre 75y 72 ppm. Se
observa ademas la permanencia de los carbonos de alqueno C-5 y C-6 en 137.9 y 123.8 ppm

respectivamente.
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El cambio en el desplazamiento de los carbonos del azlcar es mas evidente en este espectro, se
observan cambios de aproximadamente 8 ppm para cada carbono, excepto para C-5"’ que no suftrié
ningun cambio quimico cercano. Los demés carbonos presentan un desplazamiento similar al de la

materia prima 14 (Figura 33).
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Figura 33. Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCl,-CD;0D) del compuesto 16.

El cambio en la configuracion del C-3 que ocurrié por la reaccion de sustitucion Sy2 en el
compuesto 3 se corrobor6 en este derivado 16. Mediante un experimento de RMN NOESY-1D se
irradid selectivamente el H-3 en 4.79 ppm observando un efecto NOE en 5 sefiales. Las sefiales que
mostraron un incremento en su intensidad fueron los hidrégenos H-4a en 2.90 ppm, H-4b en 2.50

ppm, H-2a en 2.15 ppm, H-2b en 2.10 ppmy los hidrégenos CH;-19 en 1.04 ppm (Figura 34).
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Figura 34. a) Espectro de RMN de *H del compuesto 16. b) Espectro de RMN NOESY-1D del compuesto 16.
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Figura 35. a) Espectro de 2D COSY del compuesto 16.
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Ya que los hidrégenos H-2 y H-4 se encuentran a 3 enlaces de distancia de H-3 se observé también
su acoplamiento espin-espin mediante el experimento homonuclear de 2D COSY. Debido a que los
cuatro hidrégenos vecinales a H-3 (H-2 y H-4) tuvieron un efecto NOE al irradiar esta sefal,

ninguno de ellos pudo darnos informacién acerca de la ubicacién en el espacio de H-3 (Figura 35).
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Figura 36. Ampliacion del espectro de RMN NOESY-1D del compuesto 16.

Sin embargo pudimos observar que la irradiacion de H-3 tenia un efecto también en los hidrégenos
CH3-19 indicando la cercania de estos nucleos en el espacio. En el espectro NOESY-1D (Figura
36) podemos observar de manera mas clara el incremento de cada una de las sefiales mencionadas,

corroborando la posicion 3 de H-3 y con ello la inversion de la configuracion en 3.
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En la figura 37 podemos observar el espectro FAB del compuesto 16 en donde se observa el pico

[M+Na]" m/z = 782 que al tener la mayor abundancia también es el pico base.

Se puede apreciar el pico isotdpico [M+Na+1]" m/z = 783 con una intensidad de aproximadamente
45% con respecto al pico [M+Na]” y que se debe a la contribucion de cada isétopo (nimero de

atomos y de su abundancia en la naturaleza).
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Figura 37. Espectro de masas del compuesto 16.

Ya que la formula del compuesto es CHs:N3O1;Na la contribucion isotdpica es calculada de la

siguiente manera:
Contribucion isotépica = 40(1.12) + 61(0.015) + 3(0.366) + 11(0.037) = 47.2%

Por otra parte, se empled la misma metodologia descrita para obtener el derivado de glucosa 16
(Esquema 20) para obtener un glicoconjugado derivado de lactosa, sin embargo en el primer paso
que consistia en la propargilacion del hidroxilo anomérico de la lactosa (48) se observé el producto
de hidrolisis confirmado por espectros de RMN y espectrometria de masas y no el azlcar 67
deseado (Esquema 23).

HO OH OH HO OH OH

ﬁ/ % alcohol propargilico &&/ %
—_— % >

HO OHQO o "0 H,S0,-silica HO OHSO o
48 67 -

Esquema 23. Propargilacion de lactosa (48).
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oAF gAF

. ,  6°F-Heptadecaquis-O-bencil-6°-0-{1’[(25°’R)-16’B,26°*-diacetoxi-22°*-

oxocolest-5’’-en-3”’a-il]-(1’H-1°,2°,3’-triazol-4’-il)metil }-a-ciclodextrina (15)

La sintesis del glicoconjugado que tiene como glicona una a-ciclodextrina se realizd6 mediante la

siguiente metodologia.

La a-ciclodextrina perbencilada 68 se traté con DIBAL-H, el cual se ha empleado en la bibliografia
para la desbencilacion regioselectiva de carbohidratos y muy particularmente de ciclodextrinas,
obteniendo derivados mono hidroxilados o di-hidroxilados en las posiciones relativas 6™°; de esta
manera se obtuvo como producto minoritario el monoalcohol 69.> El posterior tratamiento de este

derivado con NaH y bromuro de propargilo permiti6 obtener la propargil-a-ciclodextrina 70.

Finalmente se llevd a cabo el acoplamiento del derivado 70 con la azida esteroidal 10 en presencia de
Cul y DIPEA, lo que condujo a la obtencion del glicoconjugado 15; a diferencia del glicoconjugado
derivado de glucosa 14, el derivado 15 necesit6 casi 2 dias para reaccionar completamente debido al

impedimento estérico generado por la ciclodextrina (Esquema 24).
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Esquema 24. Obtencion del glicoconjugado 15.

n

En el espectro de RMN de *H del derivado 15 se puede observar la presencia de ambas partes que

forman el glicoconjugado. La presencia del azlcar la corroboramos por las sefiales de los
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hidrogenos aromaticos entre 7.16 y 7.01 ppm, los hidrégenos bencilicos que aparecen de 5.13 a 4.20
ppm y los hidrégenos del aztcar que se encuentran entre 4.07 y 3.34 ppm. Se observa el hidrégeno
anomérico del aztcar unido al triazol en 4.94 ppm mientras que los demas hidrogenos anoméricos

aparecen entre 5.13 y 5.02 ppm.

aromaticos

metilo metilo
-OAc 26" -OAc 16"

.

7.5 7.0 6.5 6.0 s.

Figura 38. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl,) del compuesto 15.

Por otro lado las sefiales del esteroide se aprecian con mucho menor intensidad y se pueden
observar algunos cambios en los desplazamientos de los hidrdgenos, principalmente de H-3"* hacia
frecuencias mas altas en 3.87 ppm. Se observa ademas la presencia del nuevo heterociclo formado,
en 4.45 ppm la sefal correspondiente al metileno unido al triazol y mas evidente la sefial del
hidrogeno del heterociclo H-5" en 7.52 ppm (Figura 38).

El espectro de RMN de **C muestra las sefiales del azlcar entre 81 y 69 ppm excepto los carbonos
anomeéricos localizados entre 98.7 y 98.5 ppm. Los carbonos bencilicos se localizan entre 72 y 76
ppm. Las sefiales de los carbonos pertenecientes al heterociclo se encuentran en 143.7 y 122.0 ppm
para C-4’ y C-5" respectivamente y el metileno unido al triazol aparece en 64.7 ppm. ElI C-3*’ en

este caso no muestra un cambio en su desplazamiento a diferencia del espectro de hidrégeno.

Las demas sefiales correspondientes al esteroide presentan desplazamientos muy similares al de la

materia prima 10 (Figura 39).

Los espectros de 2D homo y heteronucleares tales como COSY, HSQC y HMBC fueron muy utiles

en la asignacion de las sefiales del compuesto.
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Figura 39. Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCl5) del compuesto 15.

e 6"-0-{1’[(25”°R)-16"’B,26’-Diacetoxi-22’’-0x0-5’*&-colestan-3"’a-il]-(1’H-1°,2°,3°-

triazol-4’-il)metil}-a-ciclodextrina (17)
La desproteccion de los hidroxilos de la a-ciclodextrina se realizé utilizando H, e Pd(OH),/C como

catalizador (Esquema 25); sin embargo ya que el compuesto necesitd de 4 dias bajo estas
condiciones para que los bencilos se eliminaran completamente, el doble enlace ubicado en el C-5”

se hidrogeno también.
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OBngno H,, PA(OH),/C OH Ho
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MeOH-AcOEt
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[¢] [¢]
[0 ]
BnO. HO
OBn BnOO OH HC?
o OB, o O
OBn OH
o 2Bapno J oen o= 2HyHo J o

BnO 15 HO 17
Esquema 25. Desproteccion del derivado 15 para obtener el glicoconjugado 17.

La desproteccidn de los 17 hidroxilos hizo que la solubilidad de la molécula se viera afectada por lo
gue solamente fue posible solubilizarla en DMSO. De igual manera la espectroscopia de RMN se

realiz6 utilizando DMSO-dz como disolvente.



Capitulo IV. Discusién de resultados | 47

En la figura 38 se muestra el espectro de RMN de 'H en el que se observa un espectro mas

complejo debido a que en DMSO se observa el acoplamiento con los grupos CH-OH.

El espectro muestra la ausencia de las sefiales pertenecientes a los hidrogenos bencilicos, asi como
la desaparicion de los hidrogenos aromaticos. Se observan también sefiales presentes entre 3.86 y

3.23 ppm que corresponden a los hidrdgenos de la ciclodextrina.

La configuracion del nuevo carbono quiral C-5’” formado por la hidrogenacion del doble enlace no
pudo ser determinada debido a que H-5"" en 1.45 ppm no aparece como una sefial aislada, sino que
se encuentra inmersa en una gran cantidad de sefiales; un experimento NOESY de la muestra no
daria resultados fiables y ya que no se obtuvieron cristales de 17 tampoco se pudo realizar la

difraccion de rayos X (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) del compuesto 17.

En el espectro de RMN de *C podemos observar también la desaparicion de las sefiales
pertenecientes a los carbonos aromaticos y bencilicos, ademas se observa un cambio en el

desplazamiento de los carbonos correspondientes a la ciclodextrina, excepto para los C-5.

Se puede apreciar también en el espectro la desaparicién de C-5>’ y C-6"" de la region de los

carbonos vinilicos confirmando la hidrogenacion del doble enlace (Figura 41).
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Figura 41. Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-dg) del compuesto 17.

En el espectro de masas del compuesto 17 se puede observar el pico [M+Na]+ con m/z = 1577 y el
pico base m/z = 57 (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de masas del compuesto 17.

4.1.3.2 Click chemistry. Anillo de triazol unido directamente a carbohidrato.

Se ha observado que pequefios cambios en la conectividad de la molécula pueden generar un

cambio brusco en la actividad biologica de ésta, asi pues, decidimos realizar el acoplamiento

mediante el anillo de triazol en donde el dipolaréfilo se encontrara en el esteroide y el dipolo 1,3

(azida) en el azucar. Con esta metodologia se obtuvieron glicoconjugados (derivados de glucosa y

lactosa) en donde el anillo de triazol se encuentra directamente unido al carbohidrato, ademas ya

que no se realiza ningun cambio en la estereoquimica del C-3 del esteroide la configuracién en los
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derivados permanece (. En primer lugar se sintetizé el glicoconjugado derivado de glucosa 23. La

metodologia para su obtencion se muestra en el esquema 26.

4 NeH.Ho=CCH;Br /(:lé) Ac;0, BF;OEt,
DMF CH,Cl,
//\O

78% ~ 18 3% 0

OH Ac,0, DMAP
Rt Rt
CH,Cl,

19 99% 20

43
Cul, DIPEA
90%| ACOEt-CH4CN

OH /{:6)\ Hy, Pd/C, AcOH /(;‘6)
Ho&&/ N0 MeOH-ACOEt ﬁ/
HO N=N H
OH 23 Bn

83%

Esquema 26. Obtencion del glicoconjugado 23.

e (25R)-3B-O-(Prop-2’-inil)espirost-5-eno (18)

La sintesis de este compuesto se realizé siguiendo la metodologfa de Pérez-Labrada et al.*" En
primer lugar se llevd a cabo la formacidn del derivado 18 utilizando NaH y bromuro de propargilo
bajo condiciones anhidras e inertes. Se observd que la reaccion es muy sensible a estas condiciones
y a pesar de realizar cambios en el tiempo de reaccidon y aumentar la relacion molar de los reactivos
con respecto a la materia prima, la diosgenina (1) nunca se consumi6 por completo; sin embargo se

obtuvo un rendimiento similar al reportado en la literatura (74%).

e Acetato de (25R)-26-hidroxi-22-0xo0-3B-O-(prop-2’-inil)-colest-5-en-16B-ilo (19)

La sintesis del derivado 19 se realiz6 de manera analoga al derivado 4 utilizando Ac,0 y BF3-Et,0,
sin embargo el rendimiento experimental obtenido fue mucho menor que 4 al obtenerse una mayor
cantidad de los subproductos de reaccion. El espectro de RMN de *H muestra la apertura selectiva
de los anillos E y F; se puede observar el desplazamiento de H-16 hacia frecuencias mas altas con
respecto a la materia prima 18, asi como el cambio notable de los hidrdgenos diasterotopicos H-26
que al igual que en el derivado 4 aparecen como una sefial doble con una J vecinal con H-25 de 5.8
Hz y una Jgm = 0. Se aprecian ademas los hidrogenos pertenecientes al grupo O-propargilo en C-3,

los hidrogenos H-1" se observan como una sefial doble con J pequefia igual a 2.4 Hz que surge del
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acoplamiento de largo alcance con H-3’ que a su vez se muestra como una sefial triple (Figura 43).
Para una mejor comparacion, los & de RMN de *H y **C de los derivados 4, 18 y 19 se muestran en

la tabla 2.
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Figura 43. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl,) del compuesto 19.

En el espectro de RMN de **C se observan las sefiales que corroboran la apertura de los anillos y la
mono-acetilacion en C-16. Se aprecia la nueva sefial del carbonilo de la cetona en C-22 ubicada en
213.7 ppm asi como la Unica sefial de carbonilo de acetato en el C-16 hacia 170 ppm.
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Figura 44. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCl5) del compuesto 19.

El C-26 no muestra un cambio significativo en su desplazamiento con respecto a 18 aunque las
sefiales cercanas a C-26 si lo tienen, especialmente C-23 cercano a la nueva cetona formada en C-22
que tiene un cambio en su desplazamiento de 7 ppm hacia frecuencias méas altas. Se observan
ademas las sefiales del grupo O-propargilo en C-3; el metino C-3’ en 80.3 ppm, el carbono

cuaternario C-2’ en 73.8 ppm y el metileno C-1" en 55.1 ppm (Figura 44).
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L 4 18%0" 19™
POSICIOI’I 1H 13C lH 13C 1H 13C
1 335 37.0 1.86 (m) 37.0
2 26.1 28.1 28.0
3 3.86 (m) 58.1 3.39 (m) 78.1 3.40 (m) 78.0
4 22'_‘1‘;;, (&)) 36.0 38.7 2281 (("n?) 38.6
5 138.0 140.4 140.4
6 5.36 (m) 122.8 5.35 (m) 1215 5.35 (m) 1215
7 315 32.1 31.6
8 311 31.4 31.2
9 49.6 50.1 49.8
10 37.0 37.1 36.7
11 20.4 20.9 20.7
12 39.6 30.8 1.28 (m) 39.6
13 41.8 40.3 418
14 53.9 56.5 53.9
15 2.35 (m) 34.8 31.9 2.40 (m) 34.8
16 4.96 (ddd) 75.7 4.40 (m) 80.8 4.98 (ddd) 75.7
17 55.0 62.0 55.0
18 0.84 (s) 13.2 0.79 (5) 16.4 0.87 (5) 13.2
19 0.98 (s) 19.0 1.01 (s) 19.4 1.0 (s) 19.3
20 2.93 (dq) 435 416 2.96 (dq) 43.4
21 1.12 (d) 16.8 0.97 (d) 14.6 1.14 (d) 16.8
22 213.7 109.2 213.7
I ws 2O
24 26.0 28.8 1123((2?])) 26.1
25 35.4 30.3 35.4
26 3.40 (d) 67.5 ;ff ((éda’é)c) 66.8 3.42 (d) 67.4
27 0.89 (d) 16.6 0.78 (d) 17.2 0.91 (d) 16.6

Tabla 2. Desplazamientos de RMN (8, ppm) de *H (CDCls, *400 MHz, **500 MHz) y *3C (CDCls, *100 MHz, **125 MHz)
de los derivados 4, 18 y 19.
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e Diacetato de (25R)-22-0x0-3B-O-(prop-2’-inil)-colest-5-eno-16f,26-diilo (20)

Con la finalidad de aumentar la estabilidad del compuesto 19, se realiz6 la acetilacion del C-26
utilizando Ac,O y DMAP.

19

metilo metilo
-OAc 26 -OAc 16

27

21

i M o M e JW

2.5 2.0 1.5 1.0

5.5 5.0 a.s 4.0 3.5 3.0
1 (PP

Figura 45. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl,) del compuesto 20.

La reaccion se llevé a cabo de manera réapida y con un rendimiento practicamente cuantitativo
(99%). El espectro de RMN de *H muestra como sefiales mas evidentes la nueva sefial en 2.06 ppm
gue pertenece al nuevo metilo del acetato formado en C-26 asi como un cambio en el & de H-26
hacia frecuencias mas altas en aproximadamente 0.5 ppm con respecto al compuesto 19 (Figura
45).

El espectro de RMN de **C no muestra muchos cambios con respecto a la materia prima 19, pero se
puede apreciar la aparicion de dos nuevas sefiales que pertenecen al grupo acetato formado en el C-
26, hacia 171.2 ppm se encuentra el carbonilo del éster y en 20.9 ppm el metilo del acetato (Figura
46).

metilos -OAc
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16 26

20.4 20.0 19.6

22.4 22.0 21.6 21.2 20.8
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26

22 carbonilos -OAc

16
26|

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 100 20 s0 70 60 s0 a0 30 20 10
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1 (PPm)

Figura 46. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCI5) del compuesto 20.



Capitulo IV. Discusion de resultados | 53

e Diacetato de (25R)-3p-O-[1’-(2”,3”,4”,6”-tetra-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-1’H-
1°,2°,3’-triazol-4’-il]metil-22-oxocolest-5-eno-16B,26-diilo (21)

La sintesis del glicoconjugado esteroidal derivado de glucosa se llevd a cabo realizando el
acoplamiento del derivado 20 y el azlcar 43, utilizando Cul como catalizador y DIPEA como base
para dar una reaccion de cicloadicion 3+2 tipo click chemistry. El producto se obtuvo de manera
rapida y en un buen rendimiento experimental (90%). Ademas, al igual que en los demas derivados
de triazol sintetizados solamente se obtuvo el derivado 1,4-disustituido. En el espectro de RMN de
'H se puede observar la parte glicosidica y la parte esteroidal del compuesto, asi mismo se aprecian
las sefiales que muestran la formacion del anillo de triazol. En primer lugar observamos una sefial
simple hacia frecuencias altas que corresponde al hidrogeno aromatico del anillo de triazol H-5’, asi
mismo se observan los hidrdgenos diasterotopicos del metileno unido al heterociclo en 4.70 ppm
como una sefial simple. Se aprecia también la presencia de los hidrogenos del azucar entre 3.6 y 4.0
ppm aproximadamente excepto por el hidrégeno anomérico H-1"" localizado en 5.58 ppm con una J
= 9.1 ppm correspondiente al andmero f3; se puede ver ademas los metilenos de los grupos bencilo
entre 4.93 y 4.04 ppm y los hidrégenos aromaticos hacia 7.0 ppm aproximadamente. Finalmente las
sefiales pertenecientes al esteroide no muestran cambios significativos en su desplazamiento al no

existir transformaciones quimicas cercanas al esqueleto esteroidal (Figura 47).

metilo metilo
-OAc 26 -OAc 16

aromaticos 19

26
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-CH2 het
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) del compuesto 21.

La asignacion de los hidrégenos pertenecientes a lo metilenos de los grupos bencilo fue posible
mediante la ayuda de experimentos de 2D tales como COSY, HSQC y HMBC, asi como del estudio

de las constantes de acoplamiento geminales (Figura 48).
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Figura 48. Asignacion de hidrégenos bencilicos del compuesto 21.
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Figura 49. HMBC del compuesto 21. Acoplamiento de los carbonos del azdcar con los hidrégenos bencilicos.

Mediante el experimento de 2D heteronuclear HMBC fue posible correlacionar los carbonos del
azucar con los hidrégenos -OCH,Ph. Se puede observar cémo cada uno de los carbonos se
correlaciona mediante tres enlaces con dos hidrogenos diasterotopicos de cada grupo bencilo
(Figura 49).
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Figura 50. COSY del compuesto 21. Acoplamiento geminal de los hidrogenos bencilicos.
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Mediante el experimento de 2D homonuclear COSY pudimos comprobar que estos dos hidrogenos
bencilicos que correlacionaban con cada carbono del azlcar se acoplaban entre si, con lo que
pudimos asignar estos hidrégenos geminales correctamente (Figura 50).

-OCHzPh 3"
1

_OCHzPh a" -OCHzPh 6"
-OCHzPh 2"

78.5 78.0 77.5 77.0 76.5

76.0 75.5 75.0 7a.5 7a.0 73.5 73.0
1 'Ppm)

aromaticos 26

-CHz het|

carbonilos -OAc
16 5

100 20 80 70 60 50 a0 30 20 10

Figura 51. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCl5) del compuesto 21.

El espectro de RMN de **C muestra los carbonos pertenecientes al anillo de triazol C-4’ y C-5" en
146.2 y 121.7 ppm respectivamente. Se observa ademas el carbono del -CH, unido al heterociclo en
61.4 ppm y los carbonos del azlcar bencilado entre 87.5 y 68.3 ppm. Las demas sefiales
pertenecientes al esqueleto esteroidal no muestran un cambio significativo en su desplazamiento
(Figura51).

e Diacetato de (25R)-3B-O-[1’-(B-D-glucopiranosil)-1’H-1,2",3’-triazol-4’-illmetil-22-
0xo-5a.-colestano-16f,26-diilo (23)

La desproteccion de los hidroxilos del azlcar se realiz6 utilizando H, y Pd/C como catalizador en
presencia de AcOH, ya que el débil caracter basico del triazol podria ralentizar la hidrogenacion de
los grupos bencilo. A diferencia del isémero 16, la eliminacién de los grupos bencilo del azicar
requirié un tiempo largo de reaccion, lo que trajo como consecuencia la eliminacion del doble

enlace presente en C-5.

En el espectro de RMN de 'H se observa la desaparicion de los hidrégenos aromaticos, asi como de
los hidrdgenos bencilicos. Podemos apreciar también un cambio en el desplazamiento de los
hidrégenos pertenecientes al azlcar hacia frecuencias mas bajas, asi como del hidrégeno del

heterociclo hacia frecuencias mas altas.
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Finalmente se observa el cambio en el desplazamiento de los hidrégenos H-6 en aproximadamente
4 ppm hacia frecuencias mas bajas con respecto al compuesto 21, asi como la aparicion de una
nueva sefial hacia frecuencias bajas en 0.72 ppm que corresponde al hidrégeno del nuevo metino
formado H-5, lo que corrobor6 la eliminacion del doble enlace en la estructura (Figura 52).
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Figura 52. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl,) del compuesto 23.

El espectro de RMN de **C muestra también la eliminacion de los grupos bencilo, se observa la
desaparicion de los carbonos aromaticos asi como de los carbonos bencilicos. Se aprecia al igual
que en el espectro de *H un cambio en el desplazamiento de los carbonos pertenecientes al aziicar

de aproximadamente 5 ppm hacia frecuencias mas bajas.

Finalmente el cambio evidente en el desplazamiento del C-5 y C-6 hacia 55.6 y 29.8 ppm

respectivamente demuestra nuevamente la hidrogenacién del doble enlace (Figura 53).
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Figura 53. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCl5) del compuesto 23.
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Para determinar la configuracion del nuevo centro quiral formado C-5 se llevd a cabo un
experimento NOESY de 2D (Figura 54).
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Figura 54. NOESY del compuesto 23. No se observa acoplamiento en el espacio entre H-5 y H-19.

Para comprobar la configuracion 5o del esteroide se buscé alguna correlacion entre H-5 y algln
hidrégeno ubicado en la parte posterior de la molécula; esta correlacién pudo observarse con H-3, lo

gue confirma la posicion de este hidrdgeno en el espacio (Figura 55).
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Figura 55. NOESY del compuesto 23. Se observa un acoplamiento en el espacio entre H-5 y H-3.
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e Diacetato de (25R)-3-O-[1-(2”,3,6,2°°°,3°°,4°>°,6°"-hepta-O-bencil-B-lactosil)-
1’H-1°,2°,3’-triazol-4’-il]metil-22-oxocolest-5-eno-16,26-diilo (22)

Para la obtencion del glicoconjugado derivado de lactosa se siguié una metodologia analoga a la
utilizada para la formacion del derivado 21 a partir del esteroide 20 y la azida de lactosa bencilada
52 empleando Cul y DIPEA. El derivado 22 se obtuvo en un tiempo corto de reaccion (2.5 h) y en
un rendimiento del 84%. Sin embargo, al intentar desproteger el azlcar no se logro la eliminacion
de todos los bencilos de la molécula a pesar de emplearse las mismas condiciones de desproteccion
utilizadas anteriormente para los demés derivados (Esquema 27).

52
0 _Cul. DIPEA BnO OBn OBn L:lé)\ H,, Pd/C, AcOH HO OH /(i:i)\
AcOEt-CH3CN &O: O N MeOH-AcOEt m &/
N O&/ ‘/\//\O o o ﬂ /Y\

84% OBnnO oBn N°N 22 on NN
Esquema 27. Obtencion del glicoconjugado 22.

A diferencia de los glicoconjugados sintetizados que poseen el anillo de triazol directamente unido
al esteroide se observé que los derivados 21 y 22 reaccionan muy lentamente a las condiciones de
hidrogenacion debido probablemente a la diferencia en la configuracion de C-3 y en la posicion del

heterociclo que influyen en la conformacién que adopta la molécula.

En el espectro de RMN de 'H del derivado bencilado 22 podemos observar las sefiales que muestran
la presencia de la lactosa en la molécula, entre 4.12 y 3.38 ppm se observan los hidrogenos del

azUcar excepto los anoméricos.
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Figura 56. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) del compuesto 22.
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El H-1" cercano al heterociclo aromatico, se localiza a frecuencias altas a 5.58 ppm con una J; -, =
9.1 Hz y pertenece a la unidad mosocaridica glucosa, H-1""" por el contrario se ubica a frecuencias
mas bajas hacia 4.45 ppm con una J;, = 7.8 Hz y corresponde a la unidad de galactosa. Se
observa ademas la region entre 7.35 'y 6.92 ppm que corresponde a los hidrogenos aromaticos de los
grupos bencilo del azUcar, asi como los metilenos del grupo ubicados entre 5.14 y 4.08 ppm. La
sefial H-5" que pertenece al nuevo heterociclo formado se ubica en 7.57 ppm y el metileno unido al
triazol aparece como dos sefiales dobles en 4.69 y 4.65 ppm. Finalmente las sefiales que pertenecen
al esqueleto esteroidal no muestran un cambio significativo en su desplazamiento quimico (Figura
56).

La correcta asignacion de las sefiales pertenecientes a los metilenos de los bencilos -OCH,Ph asi
como de los hidrégenos de la lactosa fue posible mediante el estudio de los experimentos de RMN
de 1D y 2D tales como DEPT, COSY, HSQC y HMBC. En la figuras 57 y 58 se muestran
expansiones de la region de 5.20 a 3.30 ppm en donde se muestra la asignacion de los hidrégenos
antes mencionados.
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Figura 57. Expansion del espectro de RMN de *H del compuesto 22. Region de los metilenos bencilicos.
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Figura 58. Expansién de la region de la lactosa del espectro de RMN de *H del compuesto 22.
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El espectro de RMN de **C muestra también las sefiales que evidencian el acoplamiento azucar-
esteroide. Se observan las sefiales de los carbonos de la lactosa entre 83.6 y 67.6 ppm excepto por
los carbonos anoméricos ubicados en 102.6 ppm y en 87.4 ppm. Se observa que a diferencia de los
hidrégenos anoméricos C-1°" se encuentra desplazado a frecuencias mas bajas que C-1°""; en el
caso del hidrogeno anomérico H-1" éste se encuentra a frecuencias mas altas que H-1""" al estar
cercano al heterociclo aromético y dentro del cono desapantallante del anillo. Sin embargo en el
caso del carbono, éste se ve méas afectado por la electronegatividad de los a&tomos unidos a él.
Podemos darnos cuenta entonces que C-1"" al estar unido a dos atomos electronegativos de

oxigeno estara méas desprotegido y aparecera a frecuencias mas altas que C-1"".

Se aprecian ademas las sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos y bencilicos. Los
carbonos pertenecientes al anillo de triazol aparecen en 146.1 y 121.1 ppm para C-4> y C-5’
respectivamente. Finalmente las sefiales correspondientes al esteroide tienen desplazamientos

similares al de la materia prima 20 (Figura 59).
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Figura 59. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCl5) del compuesto 22.
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Figura 60. Expansion del espectro de RMN de *3C del compuesto 22. Regién de los carbonos bencilicos.
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Al igual que en el espectro de RMN de 'H, los carbonos que pertenecen a la lactosa asi como los
carbonos bencilicos -OCH,Ph se asignaron con ayuda de espectros de RMN de 1D y 2D. En la
figura 60 se muestra una expansion del espectro de **C para apreciar la asignacion de los carbonos
bencilicos del disacéarido.

4.2 Pruebas bioldgicas
4.2.1 Actividad antioxidante

Ya que distintos derivados de selenio reportados en la literatura han mostrado una actividad
antioxidante importante,”®® la selenourea 13 se someti a cinco distintas pruebas de antioxidacion:
capacidad de captacion de radicales libres, captacion de H,O,, proteccion frente a la peroxidacion
de lipidos y captacion de déxido nitrico usando métodos colorimétricos; sin embargo, solamente
mostré actividad importante en la primera prueba. Su actividad como posible imitador de la enzima
glutatién peroxidasa (GPx) fue estudiada también mediante espectroscopia de RMN de *H.

4.2.1.1 Ensayo de capacidad de captacion de radicales libres (DPPH)

La actividad antirradicalaria de la selenourea 13 se midi6 utilizando el compuesto comercial 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (Figura 61), un radical libre estable que ha sido ampliamente utilizado para

estudiar la actividad antirradicalaria de diversos antioxidantes.®’

Figura 61. Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH).

Este ensayo estudia la disminucién de la absorbancia a concentraciones crecientes del antioxidante.
El radical DPPH en disolucién exhibe una fuerte coloracion morada al tener una fuerte absorcion a
515 nm, pero cuando el radical es reducido por un agente antioxidante se obtiene una disolucién
amarilla, de manera que existe una relacién inversa entre la concentracion del DPPH y la actividad

del antioxidante estudiado.

En la figura 62 se presenta una de las graficas de los tres ensayos realizados para este compuesto

donde se representa la variacion de la concentracion del DPPH remanente frente a la concentracion
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del antioxidante utilizado. A partir de la grafica de regresién lineal se interpol6 el valor de ECs, €s
decir, la concentracion del antioxidante necesario para reducir la concentracion del DPPH al 50%

de su valor inicial.
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Figura 62. Representacion del % DPPH remanente frente a la concentracion de la selenourea 13 utilizada (uM).

El derivado 13 mostré un ECsy = 31.82 £ 9.99 uM, una actividad similar o incluso mejor que los
antioxidantes conocidos tales como &cido ascorbico (13 + 3 uM), trolox (14 +5 uM) o BHT (70 £ 9

uM).2

El mecanismo propuesto por Merino-Montiel et al.® que justifica la actividad antirradicalaria de este
tipo de derivados se presenta en el esquema 28, en donde se muestra la donacion de un hidrégeno
del grupo -NH de la selenourea al DPPH dando como resultado el radical libre 72 estabilizado por

resonancia hacia el grupo selenoxo, o bien, hacia el grupo fenilo.
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Esquema 28. Mecanismo de captacion de radicales libres del derivado 13.

4.2.1.2 Ensayo de actividad mimética de la enzima glutation peroxidasa (GPx)

En el cuerpo, la GPx natural cataliza la reduccién de peroxidos hasta agua, con la ayuda de grupos

-SH (procedentes del glutation) como cofactores. El derivado 13 mostrd ser un buen imitador de la
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enzima GPx al catalizar la reduccién de H,O, en presencia de ditiotreitol (DTT™) para dar H,O y el

correspondiente disulfuro ciclico (DTT®).

En este ensayo, el derivado organoselénico que actlla imitando a la enzima GPx se afiadi6 en
cantidades subestequiométricas (1% molar) mientras que el DTT actué como el cofactor

enzimatico.

En la figura 63a se presenta el experimento control en el que podemos observar que después de 144
minutos de reaccidn la cantidad formada de DTT® es minima, se observan Unicamente las sefiales
en 2.64 ppm correspondientes a los hidrogenos vecinos a los grupos tiol y en 3.68 ppm las sefiales
de los hidrégenos cercanos a los hidroxilos pertenecientes al DTT™. Al monitorear la reaccién a los

1566 min se observé una proporcion de aproximadamente 50% del DTT® formado.

Por el contrario el experimento catalizado por la selenourea 13 (figura 63b) muestra un cambio
evidente en el espectro de RMN de 'H. Se aprecia la desaparicion completa de las sefiales
correspondientes al DTT™ después de 23 minutos, asi como la aparicion de las sefiales
pertenecientes al DTT™ (hidrégenos cercanos a los hidroxilo en 3.50 ppm y los hidrégenos

diasterotdpicos unidos al azufre en 2.88 ppmy 3.04 ppm).
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Figura 63. Monitoreo por RMN de 'H de la oxidacion de DTT™ a DTT®. a) Experimento control. b) Con selenourea 13.

En estos espectros se puede observar que la reaccion es muy lenta en ausencia de catalizador, pero
al afadir un 1% del derivado de selenio 13 la transformacion ocurre rapidamente, demostrando que

este compuesto se comporta como un excelente mimético de GPx.
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Figura 64. Representacion del % DTT® contra tiempo en ensayo de actividad como imitador de GPx del compuesto 13.

La gréfica del porcentaje de conversion del DTT* asi como la regresion logaritmica se muestra en

la figura 64. El t;, se obtuvo mediante la interpolacion de la grafica dando un valor de 4.8 min.

En contraste se muestra la grafica de conversion del DTT* en el experimento control, en donde el
ty» tuvo un valor de 24.6 horas (figura 65).
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Figura 65. Representacion del % DTT®* contra tiempo. Experimento control.

El mecanismo propuesto en la bibliografia® para la actividad de compuestos organoselénicos con
grupos selenoxo como imitadores de la enzima GPx se muestra en el esquema 29.

La selenourea 13 se oxida por el H,O, para dar el derivado tipo selendxido 73 estabilizado por
resonancia, el cual reacciona con una molécula de ditiotreitol (HSRRSH) dando el aducto selenil-
sulfuro 74. La reaccion intramolecular indicada para 74 permite la formacién del disulfuro ciclico

(RSSR), con pérdida de H,0 vy la regeneracion del compuesto 13, el cual puede volver a participar
en el ciclo catalitico.
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Esquema 29. Mecanismo del derivado 13 como imitador de la GPx.

4.2.2 Actividad citotoxica in vitro

Los compuestos sintetizados se probaron como agentes citotdxicos contra células de cancer
cervicouterino HelLa. La curva de dosis-respuesta asi como los valores de 1Cs, se muestran en la
figura 66 y la tabla 3 respectivamente. Aquellos derivados que obtuvieron un 1Csy < 10 uM son los
derivados 7 (2.22 + 0.85 uM), 8 (5.03 + 2.45 uM), 19 (9.74 + 0.24 uM) y 20 (7.62 + 1.03 pM)
mostrando como valor mas bajo el del derivado 13 (1.92 £ 0.6 uM), todos estos derivados
mostraron una actividad mucho mayor que la diosgenina (1, 28.8 + 0.02 puM) tomada como
referencia. Sorprendentemente los glicoconjugados derivados de glucosa (16 y 23) y ciclodextrina

(17) no mostraron tener actividad importante en contra de esta linea celular.
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Figura 66. Viabilidad celular de la linea celular HeLa tras 72 horas de exposicion a los distintos derivados esteroidales.

Compuesto 1Cs0 (UM)
7 2.22+0.85
8 5.03+2.45
9 >125
10 11.8+0.94
13 1.92+0.60
16 > 50
17 >125
19 9.74+0.24
20 7.62+1.03
23 ND

Diosgenina 28.8 £0.02

Tabla 3. Valores de ICs, en células HelLa.

Los compuestos que mostraron tener un ICsy < 10 uM estan actualmente siendo evaluados en las
siguientes lineas celulares: OVCAR-3 (cancer de ovario), MCF-7 (cancer de mama, con receptor de

estrégenos) y MDA-MB-231 (cancer de mama sin receptor de estrégenos).
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5.1 Sintesis

5.1.1 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 se corrigieron.

Los espectros de RMN de 1D (*H, **C y DEPT) y 2D (COSY, NOESY, HSQC y HMBC) se
obtuvieron a 25 °C en equipos Varian Mercury 400 MHz, Bruker Avance 300 MHz, Bruker Avance
111 500 MHz equipado con una sonda de gradiente TCI de 5 mm enfriada criogénicamente y Bruker
Avance 11 700 MHz equipado con una sonda de gradiente QCI de 5 mm enfriada criogénicamente.
Para el espectro 1D NOESY se utiliz6 la secuencia estandar de Bruker (selnogp) haciendo uso de un
pulso selectivo gaussiano truncado al 1% de 80 milisegundos.

Los valores de los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm utilizando TMS como
referencia interna y los valores de los picos residuales de cada disolvente utilizado (7.27 y 77.0 ppm
para CDCls, 3.30 y 49.0 ppm para CD;OD y 2.49 y 39.5 ppm para DMSO-ds, para RMN de 'H y

3C respectivamente). Los valores de las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz.

Los espectros de masas (El, Cl y FAB) se obtuvieron utilizando los espectrometros Hewlett
Packard 5989 A acoplado a un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5990 serie Il y Micromass
AutoSpec-Q con una resolucion de 1000 o 10,000 (10% de definicion del valle). Para los espectros
de FAB, se usé la fuente de ionizacion LSIMS y un cafion de cesio (para formar iones Cs*), 1-

tioglicerol como matriz y Nal como aditivo.

El espectro de masas MALDI se realiz6 en el laboratorio de espectrometria de masas de la
Universidad Pablo de Olavide (Sevilla, Espafia). Se utilizé un espectrémetro Bruker MALDI-TOF:
UltrafleXtreme, con un laser de Nd-YAG (longitud de onda 355 nm) operando en modo positivo.
La muestra se preparé mediante el método Thin Layer, usando como matriz 2,5-DHB (1 uL), 0.5

uL de muestra y secado al aire. Los datos se expresan en relacion m/z.



Capitulo V. Desarrollo experimental | 68

Las rotaciones Opticas se midieron en los polarimetros Perkin-Elmer 241 MC y Jasco P-2000,

utilizando la linea de emision del Na (A 598 nm).

La ccf se realiz6 utilizando placas comerciales de gel de silice grado 60 con indicador de
fluorescencia UV,s4. Para el revelado de las placas se utilizd la radiacion con luz ultravioleta de
onda corta de 254 nm utilizando una lampara modelo UVG-54, H,SO, acuoso al 10% y una
solucion de vainillina (1.5% en EtOH en presencia de 1% de H,SO,).

La cromatografia flash se llevo a cabo utilizando gel de silice 60.

Todos los disolventes utilizados se purificaron y secaron de acuerdo a los métodos reportados en la

literatura.® Los reactivos utilizados se adquirieron de Aldrich y se utilizaron sin mayor purificacion.

5.1.2 Métodos de sintesis, datos fisicos y espectroscopicos de los compuestos
obtenidos

5.1.2.1 (25R)-3B-O-(p-toluensulfonil)espirost-5-eno (2)

TsO

A una solucién de diosgenina (1) (0.5 g, 1.20 mmol) en CH,CI, anhidro (7 mL) se afiadi6 TsCI
(1.05 g, 5.51 mmol), piridina anhidra (0.95 mL, 11.77 mmol) y cantidades cataliticas de DMAP
bajo atmdsfera inerte. La mezcla de reaccion se mantuvo sin agitacion y en oscuridad a 4 °C por 24
horas. Después de este tiempo el crudo de reaccién se lavd con una solucién fria de HCI al 5%
(2x20 mL) y con una solucidn saturada fria de NaHCO; (20 mL). La fase organica se secé sobre
MgSO, anhidro, se filtro y el disolvente se evapor6 a presion reducida. Se obtuvo el compuesto 2
como un aceite amarillo en un rendimiento cuantitativo. El compuesto se descompone rapidamente
por lo que se utilizé para la siguiente reaccién sin mayor purificacion y sin obtener sus datos

espectroscopicos.
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5.1.2.2 (25R)-3a-azidoespirost-5-eno (3)

W
N 3‘

A una solucién del derivado tosilado 2 (4.12 g, 7.24 mmol) en DMF anhidra (40 mL) se afiadi
NaNj; (3.14 g, 48.3 mmol) bajo atmoésfera inerte y se mantuvo en agitacion a 60 °C por 22 h. La
mezcla de reaccion se diluy6é con AcOEt (20 mL) y se lavé con salmuera (3x20 mL). La fase
organica se secd sobre MgSQO, anhidro, se filtrd y el disolvente se elimind a presion reducida. El
compuesto se purifico por cromatografia flash utilizando como eluyente heptano y posteriormente
una mezcla de disolventes 1500:1 Heptano: AcOEt. Se obtuvieron 1.66 g del compuesto 3 como un

s6lido amorfo blanco. Rendimiento experimental: 52%.

Punto de fusion: 156-158 °C
[a]% : -88 (c 0.1, CHCI3)

RMN 'H (400 MHz, CDCls) §: 5.37 (m, 1H, H-6), 4.39 (m, 1H, H-16), 3.86 (m, 1H, H-3), 3.45
(ddd, 1H, Jgem = 10.8 HZ, Jaseczs = 4.2 HZ, Jasec 2100 = 1.8 Hz, H-266c), 3.35 (dd, 1H, Jgem = Jasazs =
10.8 Hz, H-26ax), 2.45 (m, 1H, H-4a), 2.13 (m, 1H, H-4b), 1.8 (m, 1H, H-20), 1.0 (s, 3H, H-19),
0.95 (d, 3H, Jp1 20 = 7.2 Hz, H-21), 0.77 (d, 3H, J,7 25 = 6.0 Hz, H-27), 0.76 (s, 3H, H-18) .

RMN C (100 MHz, CDCl;) §: 138.1 (C-5), 122.9 (C-6), 109. 3 (C-22), 80.8 (C-16), 66.8 (C-26),
62.0 (C-17), 58.2 (C-3), 56.5 (C-14), 49.8 (C-9), 41.6 (C-20), 40.2 (C-13), 39.7 (C-12), 37.2 (C-10),
36.0 (C-4), 33.5 (C-1), 31.9 (C-7), 31.8 (C-15), 31.3 (C-8), 31.3 (C-23), 30.3 (C-25), 28.8 (C-24),
26.0 (C-2), 20.5 (C-11), 19.0 (C-19), 17.1 (C-27), 16.3 (C-18), 14.5 (C-21).

EIMS (m/z): [M]" 439 (7%), 411 (36%), 297 (24%), 139 (67%), 18 (100%).

HREIMS (m/z): calculado para C,;H1 N3O, [M]": 439.3199, observado: 439.3194.
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5.1.2.3 Acetato de (25R)-3a-azido-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16-ilo (4)

Ng™

A una soluciéon de la azida 3 (40 mg, 0.091 mmol) en CH,CI, anhidro (0.4 mL) se afiadié Ac,O
(0.15 mL, 1.59 mmol) y BF3-OEt (0.12 mL, 0.97 mmol) lentamente, a 0 °C y bajo atmésfera inerte.
La reaccion se mantuvo en agitacidon constante a 0 °C por 9 minutos. Posteriormente se vertié en
hielo y se mantuvo en agitacion toda la noche. El producto se lavé con una solucién saturada de
NaHCO; (4x10 mL) y salmuera (2x10 mL). La fase organica se sec6 sobre MgSO, anhidro, se
filtr6 y el disolvente se eliminé a presion reducida. EI compuesto se purificO mediante
cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de disolventes 4:1 Heptano:AcOEt. Se

obtuvieron 24 mg del compuesto 4 como una espuma blanca. Rendimiento experimental: 52%.

Punto de fusion: 155-156 °C
[a]3° : +47 (c 0.1, CHClIy)

RMN 'H (400 MHz, CDCly) §: 5.36 (m, 1H, H-6), 4.96 (ddd, 1H, Jis.150 = Jis.17 = 8.0 Hz, Jig.15p =
4.8 Hz, H-16), 3.86 (M, 1H, H-3), 3.40 (d, 2H, o655 = 6.0 Hz, H-26), 2.93 (dg, 1H, J,017 = 11.0 Hz,
Ja021= 6.8 Hz, H-20), 2.60 (ddd, 1H, Jgem = 18.0 HZ, Jpza260 = 8.8 HZ, Jya24p = 6.8 Hz, H-23a), 2.44
(m, 1H, H-4a), 2.35 (M, 1H, H-15a), 2.33 (ddd, 1H, Jgen = 18.0 Hz, Josp2a0 = 8.4 HZ, Joap20a = 5.2
Hz, H-23b), 2.13 (m, 1H, H-4b), 1.94 (s, 3H, -OCOCHj), 1.12 (d, 3H, J1 5 = 6.8 Hz, H-21), 0.98
(s, 3H, H-19), 0.89 (d, 3H, J»725 = 6.4 Hz, H-27), 0.84 (s, 3H, H-18).

RMN C (100 MHz, CDCly) §: 213.7 (C-22), 169.9 (-OCOCH3,), 138.0 (C-5), 122.8 (C-6), 75.7
(C-16), 67.5 (C-26), 58.1 (C-3), 55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 49.6 (C-9), 43.5 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6
(C-12), 38.5 (C-23), 37.0 (C-10), 36.0 (C-4), 35.4 (C-25), 34.8 (C-15), 33.5 (C-1), 31.5 (C-7), 31.1
(C-8), 26.1 (C-2), 26.0 (C-24), 21.1 (-OCOCHS), 20.4 (C-11), 19.0 (C-19), 16.8 (C-21), 16.6 (C-
27), 13.2 (C-18).

EIMS (m/z): [M]* 499 (<1%), [M-H,O]" (82%), 421 (100%), 43 (98%), 124 (86%).

HREIMS (m/z): calculado para C,oHusN304 [M]': 499.3410, observado: 499.3399.
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5.1.2.4 Acetato de (25R)-3a.-amino-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo (5)

HoN*

A una solucion del derivado 4 (0.27 g, 0.55 mmol) en AcOEt (16 mL) se afiadié Pd(OH),/C al 20%
(105 mg). La reaccion se mantuvo en agitacion constante a t.a., bajo atmdsfera de H, (1 atm) por 2
horas. El crudo de reaccion se filtré al vacio sobre celita y el compuesto se concentré al vacio. Se
obtuvieron 0.25 g del compuesto 5 como un sirupo amarillo. Rendimiento experimental: 95%.

[a]26 : +21 (c 1.1, CH,CI,)

RMN H (300 MHz, CDCly) §: 5.35 (m, 1H, H-6), 4.99 (ddd, 1H, Jis.15 = Jis.17 = 8.1 Hz, Jig.15p =
3.9 Hz, H-16), 3.42 (d, 2H, Jz.25 = 5.8 Hz, H-26), 3.16 (sa, 1H, H-3), 2.96 (dg, 1H, Jy017 = 14.1 Hz,
Ja021= 7.1 Hz, H-20), 2.63 (ddd, 1H, Jyem = 17.9 HZ, Jpza.200 = 8.6 HZ, Jzsazs = 6.7 Hz, H-23a), 2.58
(m, 1H, H-4a), 2.42 (m, 1H, H-15a), 2.39 (ddd, 1H, Jgem = 17.9 HZ, Jzs0240 = 8.6 HZ, Joz 242 = 5.8
Hz, H-23b), 1.96 (s, 3H, -OCOCHj), 1.14 (d, 3H, Jo 0 = 7.1 Hz, H-21), 1.01 (s, 3H, H-19), 0.91 (d,
3H, Jp725 = 6.7 Hz, H-27), 0.87 (s, 3H, H-18).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) &: 213.7 (C-22), 169.9 (-OCOCHj), 139.1 (C-5), 122.8 (C-6), 75.7 (C-
16), 67.5 (C-26), 55.1 (C-17), 54.1 (C-14), 50.3 (C-9), 46.8 (C-3), 43.5 (C-20), 41.9 (C-13), 40.1
(C-4), 39.7 (C-12), 38.5 (C-23), 37.4 (C-10), 35.5 (C-25), 34.8 (C-15), 33.0 (C-1), 31.7 (C-7), 31.3
(C-8), 29.5 (C-2), 26.3 (C-24), 21.2 (-OCOCHj), 20.5 (C-11), 18.8 (C-19), 16.9 (C-21), 16.6 (C-
27), 13.2 (C-18).

CIMS (m/z): [M+H]* 474 (20%), [M]" 473 (10%), 270 (68%), 56 (100%).

HRCIMS (m/z): calculado para CyHsgNO, [M+ H]™: 474.3583, observado: 474.3567.
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5.1.2.5 Acetato de (25R)-3a-isotiocianato-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16B-ilo (6)

SCN*

A una solucion de la amina 5 (0.22 g, 0.46 mmol) en una mezcla 1:1 H,0:CH,CI, (20 mL) se afiadio
CaCO; (0.14 g, 1.38 mmol) y tiofosgeno (50 uL, 0.69 mmol). La mezcla se mantuvo en agitacion a
t.a. por 1 hora. El crudo de reaccion se filtrd y se separé la fase orgénica de la acuosa, se seco sobre
MgSO, vy el disolvente se evapor6 a presion reducida. El producto se purificd por cromatografia
flash utilizando como eluyente un sistema de disolventes 4:1 y 3:2 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron
0.18 g del derivado 6 como un sélido amorfo blanco. Rendimiento experimental: 74%. El
compuesto presentd rapida descomposicion por lo que se utilizd de manera inmediata en la

siguiente reaccion y s6lo se obtuvieron algunos datos espectroscopicos.

RMN 'H (300 MHz, CDCly) &: 5.46 (m, 1H, H-6), 5.0 (ddd, 1H, Jis15a = Jis.17 = 8.0 Hz, Jig1sp =
4.6 Hz, H-16), 3.93 (m, 1H, H-3), 3.43 (d, 2H, 625 = 5.7 Hz, H-26), 2.96 (dq, 1H, Js017 = 11.0 Hz,
2021 = 7.1 Hz, H-20), 2.63 (ddd, 1H, Jger, = 18.0 HZ, Jy3024a = 8.4 HZ, Jpza20 = 6.7 Hz, H-23a), 2.54
(m, 1H, H-4a), 2.42 (M, 1H, H-15a), 2.40 (ddd, 1H, Jyen = 18.0 Hz, Joap240 = 8.6 HZ, Jpzp24a = 5.9
Hz, H-23b), 2.26 (m, 1H, H-4b), 1.97 (s, 3H, -OCOCH;), 1.15 (d, 3H, Jo1 2 = 7.1 Hz, H-21), 1.01
(s, 3H, H-19), 0.91 (d, 3H, J»725 = 6.7 Hz, H-27), 0.88 (s, 3H, H-18).

RMN C (75 MHz, CDCl5) &: 213.6 (C-22), 169.8 (-OCOCH;), 136.6 (C-5), 132.4 (-NCS), 124.9
(C-6), 75.7 (C-16), 67.5 (C-26), 55.2 (C-17), 55.1 (C-3), 53.7 (C-14), 49.6 (C-9), 43.5 (C-20), 41.8
(C-13), 39.5 (C-12), 38.5 (C-4), 38.4 (C-23), 37.0 (C-10), 35.4 (C-25), 34.8 (C-15), 33.8 (C-1), 31.7
(C-7), 31.1 (C-8), 27.8 (C-2), 26.2 (C-24), 21.1 (-OCOCH;), 20.4 (C-11), 18.9 (C-19), 16.8 (C-21),
16.6 (C-27), 13.2 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 538 (22%), 149 (100%), 105 (56%), 91 (65%), 69 (84%), 57 (88%).

HRLSIMS (m/z): calculado para CsH,sNNaO,S [M+Na]™: 538.2967, observado: 538.2985.
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5.1.2.6 Acetato de (25R)-3a-(/V’-benciltioureido)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-163-
ilo (7)

PR

N
H

A una solucidn del isotiocianato 6 (40 mg, 0.08 mmol) en THF (1.6 mL) se afiadi6 bencilamina (10
pL, 0.09 mmol). La reaccion se agito a t.a. por 1.5 horas. El crudo de reaccion se concentro al vacio
y se purific6 por cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de disolventes 3:2
Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 42 mg del producto 7 como un aceite incoloro. Rendimiento
experimental: 87%.

[a]3*: -13 (c 1.3, CH,CL)

RMN 'H (300 MHz, CDCly) &: 7.39-7.27 (m, 5H, H-Ar), 6.68 (sa, 1H, -NHR), 5.68 (sa, 1H,
-NHR), 5.21 (m, 1H, H-6), 5.0 (ddd, 1H, Jis1sa = Ji617 = 8.1 Hz, Jissp = 4.7 Hz, H-16), 4.47 (sa,
1H), 4.42 (sa, 1H), 3.43 (d, 2H, Jss25 = 5.7 Hz, H-26), 2.97 (dg, 1H, Jx017 = 11.0 Hz, Jx0 = 7.1 Hz,
H-20), 2.66 (ddd, 1H, Jgem = 18.0 HZ, Jz3a.24a = 8.5 HZ, Jasaza = 6.7 Hz, H-23a), 2.53 (M, 1H, H-4a),
2.41 (M, 1H, H-15a), 2.40 (ddd, 1H, Jgem = 18.0 HZ, Joap.206 = 8.6 HZ, Jozp 200 = 5.7 Hz, H-23b), 1.96
(s, 3H, -OCOCHy), 1.16 (d, 3H, Jo10 = 7.1 Hz, H-21), 0.95 (s, 3H, H-19), 0.91 (d, 3H, Jy725 = 6.7
Hz, H-27), 0.84 (s, 3H, H-18).

RMN C (75 MHz, CDCls) &: 213.7 (C-22), 180.2 (C=S), 169.8 (-OCOCHS,), 138.8 (C-5), 136.2-
126.8 (C-Ar), 123.4 (C-6), 75.6 (C-16), 67.4 (C-26), 55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 50.9 (ancha), 49.5
(C-9), 47.5 (ancha), 43.4 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 38.6 (C-23), 37.1 (C-4), 37.0 (C-10),
35.4 (C-25), 34.7 (C-15), 33.9 (C-1), 31.5 (C-7), 31.0 (C-8), 26.2 (C-24), 25.6 (C-2), 21.1 (-
OCOCH;), 20.2 (C-11), 18.6 (C-19), 16.8 (C-21), 16.6 (C-27), 13.1 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 645 (37%), [M+1]* 623 (35%), 149 (69%), 91 (68%), 71 (73%), 57
(100%).

HRLSIMS (m/z): calculado para C3;Hs4N,NaO,S [M+Na]*: 645.3702, observado: 645.3698.
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5.1.2.7 Acetato de (25R)-3a-(/V’-octiltioureido)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-163-
ilo (8)

A una solucién del isotiocianato 6 (51 mg, 0.1 mmol) en THF (2 mL) se afiadi6 octilamina (20 uL,
0.12 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a t.a. por 1 hora. El producto se llevo a
sequedad y se purifico por cromatografia flash utilizando como eluyente una mezcla de disolventes
7:3 y 3:2 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 54 mg del compuesto 8 como un aceite incoloro.
Rendimiento experimental: 85%.

[a]% : -8 (c 0.8, CH,Cly)

RMN *H (300 MHz, CDCl5) &: 5.98 (sa, 1H), 5.76 (sa, 1H), 5.43 (m, 1H, H-6), 4.98 (ddd, 1H,
Jig1sa = Jig17 = 8.0 Hz, Jigsp = 4.6 Hz, H-16), 4.37 (sa, 1H), 3.42 (d, 2H, Juss = 5.7 Hz, H-26),
3.27 (sa, 2H), 2.97 (dg, 1H, Jo017 = 10.9 Hz, 021 = 7.1 Hz, H-20), 2.65 (ddd, 1H, Jgen = 18.0 Hz,
Jysaea = 8.5 HZ, Jygaom = 6.5 Hz, H-23a), 2.63 (m, 1H, H-4a), 2.42 (m, 1H, H-15a), 2.40 (ddd, 1H,
Jgem = 18.0 HZ, Joa 200 = 8.6 HZ, Joap.24a = 5.8 Hz, H-23b), 1.97 (s, 3H, -OCOCHj), 1.15 (d, 3H, J1.20
= 7.1 Hz, H-21), 1.06 (s, 3H, H-19), 0.91 (d, 3H, J,75 = 6.7 Hz, H-27), 0.88 (s, 3H, H-18).

RMN “C (75 MHz, CDCl;) &: 213.6 (C-22), 180.0 (C=S), 169.8 (-OCOCHj), 139.0 (C-5), 123.6
(C-6), 75.6 (C-16), 67.4 (C-26), 55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 50.4 (C-9), 50.3 (ancha), 43.8 (ancha),
43.4 (C-20), 41.8 (C-13), 39.5 (C-12), 38.5 (C-23), 37.3 (C-4), 37.2 (C-10), 35.4 (C-25), 34.7 (C-
15), 34.4 (C-1), 31.7 (-CH,-), 31.7 (C-7), 31.2 (C-8), 29.2 (-CH,-), 29.1 (-CH,-), 28.9 (-CH,-), 27.0
(-CH,-), 26.2 (C-24), 25.6 (C-2), 22.6 (-CH,-), 21.1 (-OCOCH,), 20.4 (C-11), 18.8 (C-19), 16.8 (C-
21), 16.6 (C-27), 14.0 (C-8’), 13.1 (C-18).

CIMS (m/z): [M+ H]* 645 (<1%), 312 (100%), 270 (90%), 115 (45%), 56 (80%).

HRCIMS (m/z): calculado para C3sHgsN,0,S [M+ H]™: 645.4665, observado: 645.4666.
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5.1.2.8 (25”°R)-Tris-{2-[tioureido-3’-(16"pB-acetoxi-26’-hidroxi-22’’-oxocolest-5’-

en-3”’a-il)]etil}amina (9)

A una solucion del isotiocianato 6 (71 mg, 0.14 mmol) en THF (2 ml) se afiadi6 tris(2-
aminoetil)amina (8 pL, 0.05 mmol). La reaccion se mantuvo en agitacion constante a t.a. por una
noche. El producto se llevo a sequedad y se purifico utilizando cromatografia flash y como eluyente
un sistema de disolventes 60:1, 40:1 y 20:1 CH,Cl,:MeOH. Se obtuvieron 31 mg del derivado 9

como un aceite incoloro. Rendimiento experimental: 40%.
[a]28: -7 (c 1.0, CH,Cl,)

RMN *H (300 MHz, CDCls) 5: 6.54 (sa, 1H), 5.40 (m, 1H, H-6""), 4.98 (ddd, 1H, Jis 152~ = J16 17
= 7.5 Hz, Jig-15- = 3.8 Hz, H-16""), 4.55 (sa, 1H), 3.52 (sa, 1H), 3.42 (d, 2H, Jss 25~ = 5.8 Hz, H-
267), 2.96 (dq, 1H, Jo-17 = 10.5 Hz, Jo-1- = 7.1 Hz, H-20""), 2.64 (m, 1H, H-23a’"), 2.64 (m,
1H, H-4a™), 2.40 (m, 1H, H-15a"), 2.38 (m, 1H, H-23b’"), 1.97 (s, 3H, -OCOCH), 1.14 (d, 3H,
o120+ = 7.1 Hz, H-21""), 1.04 (s, 3H, H-19"), 0.91 (d, 3H, J,7 5 = 6.8 Hz, H-27""), 0.87 (s, 3H, H-
18”).

RMN *C (75 MHz, CDCI;) &: 213.7 (C-22"’), 169.9 (-OCOCH,), 138.5 (C-5), 123.8 (C-6”"),
75.7 (C-16""), 67.4 (C-26°"), 55.1 (C-17""), 53.9 (C-14""), 49.8 (C-9°"), 43.5 (C-20""), 41.8 (C-13""),
39.6 (C-127), 38.7 (C-4”), 38.5 (C-23), 37.2 (C-10""), 35.4 (C-25""), 34.8 (C-15"), 34.1 (C-1"),
31.6 (C-7""), 31.2 (C-8""), 29.7 (C-2), 26.2 (C-24"’), 21.1 (-OCOCHS,), 20.5 (C-11"), 18.9 (C-
19°"), 16.9 (C-21""), 16.6 (C-27"’), 13.2 (C-18").

LSIMS (m/z): [M+Na]* 1715 (7%), 559 (42%), 103 (100%), 69 (53%).

HRLSIMS (m/z): calculado para CeH;53N;NaO1,S; [M+Na]": 1715.0637, observado: 1715.0612.
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5.1.2.9 Diacetato de (25R)-3a-azido-22-oxocolest-5-eno-168,26-diilo (10)

N3.\\‘

A una solucion de la azida 4 (0.2 g, 0.4 mmol) en CH,CI, (3 mL) se afiadié Ac,0 (0.4 mL, 4.27
mmol) y cantidades cataliticas de DMAP. Se mantuvo en agitacion constante a t.a. por 10 minutos.
La mezcla de reaccion se lavd con salmuera (2x10 mL). La fase organica se extrajo con CH,Cl,
(2x10 mL), secd con MgSQ,, se filtro y el disolvente se evaporo6 a presion reducida. EI compuesto
se purificd utilizando cromatografia flash y como eluyente un sistema de disolventes 95:5 y 85:15
Hexano:AcOEt. Se obtuvo el compuesto 10 como un sélido amorfo blanco en un rendimiento

cuantitativo.

Punto de fusion: 127-128 °C
[a]3? : +40 (c 1.04, CH,Cl,)

RMN H (300 MHz, CDCl,) §: 5.37 (m, 1H, H-6), 4.98 (ddd, 1H, Jis.150 = Jis.17 = 8.0 Hz, Jig.15p =
4.6 Hz, H-16), 3.89 (dd, 2H, Jzs25 = 6.2 Hz, Jgem = 0.9 Hz, H-26), 3.87 (m, 1H, H-3), 2.94 (dq, 1H,
047 = 11.0 Hz, J3021 = 7.1 Hz, H-20), 2.61 (ddd, 1H, Jgem = 17.7 HZ, Jp3a.200 = 10.1 HZ, Jyza24 = 5.9
Hz, H-23a), 2.51 (m, 1H, H-4a), 2.41 (m, 1H, H-15a), 2.34 (ddd, 1H, Jgem = 17.7 HZ, Jzs0200 = 9.9
Hz, Josp2ea = 5.2 Hz, H-23b), 2.18 (m, 1H, H-4b), 2.04 (s, 3H, -OCOCH; C-26), 1.95 (s, 3H, -
OCOCHS; C-16), 1.13 (d, 3H, Jp20 = 7.1 Hz, H-21), 1.0 (s, 3H, H-19), 0.91 (d, 3H, J»725 = 6.7 Hz,
H-27), 0.86 (s, 3H, H-18).

RMN *C (75 MHz, CDCls) &: 212.6 (C-22), 171.1 (-OCOCH, C-26), 169.6 (-OCOCH; C-16),
138.0 (C-5), 122.7 (C-6), 75.7 (C-16), 68.8 (C-26), 58.1 (C-3), 55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 49.6 (C-9),
43.5 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 38.2 (C-23), 37.0 (C-10), 35.9 (C-4), 34.8 (C-15), 33.5 (C-1),
32.1 (C-25), 31.5 (C-7), 31.1 (C-8), 26.7 (C-2), 26.0 (C-24), 21.0 (-OCOCH; C-16), 20.9 (-
OCOCH; C-26), 20.4 (C-11), 18.9 (C-19), 16.7 (C-21), 16.6 (C-27), 13.2 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 564 (100%), 115 (30%).

HRLSIMS (m/z): calculado para C;;H47NsNaOs [M+Na]": 564.3413, observado: 564.3407.
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5.1.2.10 Diacetato de (25R)-3a-amino-22-oxocolest-5-eno-16p,26-diilo (11)

HoN™

A una solucion del compuesto 10 (0.26 g, 0.48 mmol) en AcOEt (10 mL) se afiadié Pd(OH),/C al
20% (125 mg) vy se coloco en agitacion bajo atmosfera de H, (1 atm) por 3 horas. El crudo de
reaccion se filtré al vacio sobre celita y el disolvente se evaporé a presion reducida. EI compuesto
se purifico por cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de disolventes 20:1 y 15:1
CH,Cl,:MeOH. Se obtuvo el derivado 11 como un sélido blanco en un rendimiento cuantitativo.

[a]37 : +5 (c 1.0, CH,Cly)

RMN 'H (500 MHz, CDCly) §: 5.30 (m, 1H, H-6), 4.91 (ddd, 1H, Jis.150 = Jis.17 = 8.1 Hz, Jig.15p =
4.5 Hz, H-16), 3.83 (dd, 2H, Jz625 = 6.1 Hz, Jgem = 3.6 Hz, H-26), 3.16 (sa, 1H, H-3), 2.88 (dq, 1H,
047 = 11.0 Hz, J3021 = 7.1 Hz, H-20), 2.55 (ddd, 1H, Jgem = 17.5 HZ, Jp3a.20 = 10.0 HZ, Jzza24 = 5.8
Hz, H-23a), 2.50 (M, 1H, H-4a), 2.34 (m, 1H, H-15a), 2.28 (ddd, 1H, Jgen = 17.6 Hz, Joa.20 = 10.0
Hz, Jsb 220 = 5.2 Hz, H-23b), 1.98 (s, 3H, -OCOCH; C-26), 1.89 (s, 3H, -OCOCH; C-16), 1.68 (m,
1H, H-25), 1.07 (d, 3H, Juz = 7.1 Hz, H-21), 0.94 (s, 3H, H-19), 0.85 (d, 3H, J,75 = 6.7 Hz,
H-27), 0.80 (s, 3H, H-18).

RMN C (125 MHz, CDCl,) &: 212.5 (C-22), 171.0 (-OCOCH; C-26), 169.6 (-OCOCH; C-16),
138.4 (C-5), 123.2 (C-6), 75.6 (C-16), 68.8 (C-26), 55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 49.9 (C-9), 47.0 (C-3),
43.5 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 39.3 (C-4), 38.2 (C-23), 37.2 (C-10), 34.7 (C-15), 32.8 (C-1),
32.1 (C-25), 31.6 (C-7), 31.2 (C-8), 28.7 (C-2), 26.7 (C-24), 21.0 (-OCOCH; C-16), 20.8
(-OCOCHj; C-26), 20.4 (C-11), 18.7 (C-19), 16.7 (C-21), 16.5 (C-27), 13.1 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]"* 538 (38%), [M+1]" 516 (23%), 115 (78%), 73 (80%), 57 (100%).

HRLSIMS (m/z): calculado para C3;HsNNaOs [M+Na]": 538.3508, observado: 538.3515.
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5.1.2.11 Isoselenocianato de fenilo (12)

NCSe

Se prepar6 de acuerdo al método descrito por Fernandez-Bolafios et al.*®

Una solucion de trifosgeno
(3.2 g, 10.7 mmol) en tolueno anhidro (100 mL) se afiadié por un periodo de 30 minutos a una
solucion de N-fenilformamida (2.0 g, 16 mmol), Se negro (2.53 g, 32 mmol) y Et;N (8.9 mL, 64
mmol) en tolueno (150 mL) enfriada a 0 °C y bajo atmdsfera inerte. Finalizada la adicion la mezcla
se calent6 a reflujo durante 16 horas en oscuridad. Posteriormente se filtré sobre celita y se llevo a
sequedad. El producto se purificd por cromatografia en columna, en oscuridad, utilizando como
eluyente un gradiente de disolventes Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 0.45 g del isoselenocianato 12

como un aceite amarillo. Rendimiento experimental: 15%.

5.1.2.12 Diacetato de (25R)-3a-(N’-fenilselenoureido)-22-oxocolest-5-eno-16p3,26-
diilo (13)

A una solucién de la amina 11 (40 mg, 0.08 mmol) en THF (1.6 mL) se afiadi¢ el isoselenocianato
de fenilo (12) (17 mg, 0.09 mmol). La reaccion se mantuvo en agitacion a t.a., bajo atmdésfera inerte
y en la oscuridad por 3 horas. El disolvente se evaporé y el compuesto se purificé en oscuridad
mediante cromatografia flash utilizando como eluyente una mezcla de disolventes 75:35
Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 46 mg del derivado 13 como un aceite amarillo. Rendimiento

experimental: 85%.
[a]2°: +4 (c 1.2, CH,Cly)

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: 7.90 (sa, 1H, -NHPh), 7.36-7.10 (m, 5H, H-Ar), 6.38 (d, 1H, Juis
= 7.5 Hz, -NHR), 5.07 (m, 1H, H-6), 4.93 (ddd, 1H, J1.152 = Ji617 = 8.0 Hz, Jig.15 = 5.2, H-16), 4.52
(sa, 1H, H-3), 3.84 (dd, 2H, Jzs.25 = 6.1 Hz, Jgen = 4.5 Hz, H-26), 2.88 (d, 1H, Jy017 = 11.0 Hz, Jy0.1
= 7.1 Hz, H-20), 2.56 (ddd, 1H, Jgen = 17.7 HZ, Jpsa24a = 10.0 HZ, Jp3,.24p = 5.8 Hz, H-23a), 2.47 (m,
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1H, H-4a), 2.32 (m, 1H, H-15a), 2.28 (ddd, 1H, Jyem = 17.7 HZ, Jpap200 = 10.0 HZ, Jzp 240 = 5.1 Hz,
H-23b), 2.08 (m, 1H, H-2a), 1.99 (s, 3H, -OCOCH; C-26), 1.89 (s, 3H, -OCOCH; C-16), 1.77 (m,
1H, H-7a), 1.69 (M, 1H, H-25), 1.07 (d, 3H, J,10 = 7.1 Hz, H-21), 0.92 (s, 3H, H-19), 0.86 (d, 3H,
Jy725 = 6.7 Hz, H-27), 0.78 (s, 3H, H-18).

RMN C (125 MHz, CDCly) §: 212.7 (C-22), 176.6 (C=Se), 171.1 (-OCOCH; C-26), 169.7 (-
OCOCH; C-16), 139.0 (C-5), 135.6-125.5 (C-Ar), 123.9 (C-6), 75.6 (C-16), 68.8 (C-26), 55.0 (C-
17), 54.2 (C-3), 53.9 (C-14), 51.0 (C-9), 43.5 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 38.4 (C-23), 37.2
(C-4), 37.2 (C-10), 35.0 (C-1), 34.7 (C-15), 32.2 (C-25), 31.6 (C-7), 31.0 (C-8), 26.7 (C-24), 25.9
(C-2), 21.1 (-OCOCH; C-16), 20.9 (-OCOCH; C-26), 20.4 (C-11), 18.9 (C-19), 16.7 (C-21), 16.6
(C-27), 13.2 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+H]" 699 (14%), 133 (68%), 115 (64%), 91 (63%), 73 (69%), 57 (100%).

HRLSIMS (m/z): calculado para CsgHssN,OsSe [M+H]": 699.3276, observado: 699.3277.

5.1.2.13 Prop-2-inil D-glucopiranésido (57)

OH

HO o]
HO (o)

OH =

Se prepar6 de acuerdo al método descrito por Roy y Mukhopadhyay.® A una suspension de glucosa
(56) (0.2 g, 1.11 mmol) en alcohol propargilico (0.3 mL, 5.4 mmol) agitada a 65 °C por 10 minutos
se agrego6 el catalizador H,SO,-silica (10 mg) y se mantuvo en agitacion a esa temperatura por 2.5
horas, tiempo en el cual todos los sélidos ya se habian disuelto. Se dejo6 enfriar a t.a. y se mantuvo
en agitacion constante por 14 horas. El producto se llevo a sequedad y se purific6 por columna
cromatografica, se eluyeron 50 mL de CH,CIl, para eliminar el exceso de alcohol propargilico y
posteriormente se utilizd un sistema de disolventes 15:1 CH,Cl,:MeOH. Se obtuvieron 85 mg de la

mezcla de anémeros 57 como un sélido amorfo blanco. Rendimiento experimental: 35%.

El catalizador H,SO4-silica se preparé de la siguiente manera: A una suspension de gel de silice (1
g, malla de 200-400) en éter etilico anhidro (5 mL) se afiadi6 H,SO, concentrado (0.3 mL) y se
mantuvo en agitacion por 5 minutos. El disolvente se evapor( a presion reducida y el residuo se

secd a 110 °C por 3 horas.
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5.1.2.14 Prop-2’-inil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-glucopirandsido (58)

OBn
BnO ]

A una solucion de la mezla de anémeros 57 (0.14 g, 0.66 mmol) en una mezcla de disolventes
anhidros 2:1 DMF:Tolueno (3 mL) se afiadié NaH (60% en aceite mineral, 0.26 g, 6.5 mmol) a 0
°C, la suspensién se mantuvo en agitacion a t.a., bajo atmdsfera inerte por 10 minutos,
posteriormente se agregé BnCl (0.6 mL, 5.32 mmol) y se mantuvo a 80 °C por 2 horas. Al finalizar
la reaccion se adicioné MeOH, Et,O y H,O (5 mL) a 0 °C, la mezcla se diluy6 con AcOEt (15 mL)
y se lavé con salmuera (2x10 mL). El producto se purificé por cromatografia flash utilizando como
eluyente un sistema de disolventes 9:1 y 4:1 Hexano:Et,O. Se obtuvieron 60 mg del anémero o. 58.

Rendimiento experimental: 16%.

5.1.2.15 Diacetato de (25R)-3a-{4’-[(2*,3"°,4"°,6”’-tetra-O-bencil-a-D-
glucopiranosil)-O-metil]-1’H-1°,2°,3’-triazol-1’-il}-22-oxocolest-5-eno-16B,26-diilo (14)

A una solucidn del aztcar 58 (0.33 g, 0.57 mmol) en una mezcla de disolventes 1:3 AcOEt:CHsCN
(16 mL) se afadio el esteroide 10 (0.15 g, 0.28 mmol), Cul (0.03 g, 0.14 mmol) y DIPEA (30 pL,
0.18 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a t.a. por 2.5 horas. El disolvente se
evaporo y el compuesto se purificd por cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de
disolventes 7:3 y 6.5:3.5 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 0.28 g del derivado 14 como un aceite

incoloro. Rendimiento experimental: 88%.
[a]%8 : -0 (c 0.9, CH,Cly)

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 7.68 (s, 1H, H-5"), 7.26-7.05 (m, 20H, H-Ar), 5.32 (m, 1H, H-6),
4.95(d, 1H, J; -, = 3.6 Hz, H-17"), 4.88 (d, 1H, Jgem = 10.8 Hz, -OCH,Ph 3>*), 4.87 (ddd, 1H, Js 15
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= Ji17 = 8.1 Hz, Jig15 = 4.08 Hz, H-16), 4.74 (m, 1H, H-3), 4.74 (d, 1H, Jyen = 10.8 Hz, -OCH,Ph
47), 471 (d, 1H, Jyem = 10.8 Hz, -OCH,Ph 3°*), 4.70 (d, 1H, Jgen = 12.5 Hz, -CH, het), 4.63 (d, 1H,
Jgem = 12.5 Hz, -CH, het), 4.57 (d, 1H, Jyen = 12.0 Hz, -OCH,Ph 2°°), 4.55 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz,
-OCH,Ph 6°*), 4.48 (d, 1H, Jyen = 12.0 Hz, -OCH,Ph 2°*), 4.42 (d, 1H, Jyen = 12.1 Hz, -OCH,Ph
6*), 441 (d, 1H, Jgen = 10.8 Hz, -OCH,Ph 4°), 3.91 (dd, 1H, J;-,~ = 9.6 Hz, J;-, = 9.3 Hz,
H-3"), 3.82 (dd, 2H, Jag.25 = 6.0 Hz, Jgem = 3.6 Hz, H-26), 3.79 (ddd, 1H, Js 4~ = 10.0 Hz, J5: g0 =
3.8 Hz, Jsr5+, = 3.6 Hz, H-5""), 3.67 (dd, 1H, Jgen = 10.7 Hz, Jy,.5+ = 3.6 Hz, H-6"a), 3.60 (dd, 1H,
Jgem = 10.7 Hz, J55+ = 3.8 Hz, H-6""b), 3.59 (dd, 1H, J, 5~ = 10.0 Hz, J;3- = 9.3 Hz, H-4>"), 3.50
(dd, 1H, 3> 3= 9.6 Hz, J,- ;- = 3.6 Hz, H-2""), 2.84 (dq, 1H, Jso17 = 10.9 Hz, Jyo1 = 7.1 Hz, H-20),
2.83 (M, 1H, H-4a), 2.53 (ddd, 1H, Jyen = 17.6 HZ, Jz3a200 = 10.0 HZ, Jpza20 = 5.8 Hz, H-23a), 2.40
(m, 1H, H-4b), 2.27 (m, 1H, H-15a), 2.26 (ddd, 1H, Jgem = 17.6 HZ, Jpa.20 = 10.0 HZ, Jysp.20 = 5.2
Hz, H-23b), 2.2 (m, 1H, H-2a), 2.04 (m, 1H, H-2b), 1.97 (s, 3H, -OCOCH; C-26), 1.87 (s, 3H,
-OCOCH; C-16), 1.81 (m, 1H, H-12a), 1.75 (dd, 1H, Ji720 = 10.9 Hz, J1715 = 8.1 Hz, H-17), 1.67
(m, 1H, H-25), 1.03 (d, 3H, 1.0 = 7.1 Hz, H-21), 1.0 (s, 3H, H-19), 0.85 (d, 3H, J,7.5 = 6.6 Hz, H-
27), 0.77 (s, 3H, H-18).

RMN C (125 MHz, CDCly) &: 212.4 (C-22), 171.0 (-OCOCH; C-26), 169.5 (-OCOCH; C-16),
143.2 (C-4%), 138.7-127.5 (C-Ar), 137.9 (C-5), 123.8 (C-6), 122.4 (C-5), 96.0 (C-1°"), 82.0 (C-3"),
79.7 (C-2°"), 77.6 (C-4""), 75.6 (-OCH,Ph 3°*), 75.5 (C-16), 75.0 (-OCH,Ph 4>), 73.4 (-OCH,Ph
67, 72.7 (FOCH,Ph 27), 70.4 (5°*), 68.8 (C-26), 68.4 (C-6""), 60.6 (-CH, het), 56.4 (C-3), 54.9 (C-
17), 53.6 (C-14), 49.4 (C-9), 43.4 (C-20), 41.7 (C-13), 39.3 (C-12), 38.2 (C-23), 36.9 (C-10), 35.2
(C-4), 34.7 (C-15), 32.5 (C-1), 32.1 (C-25), 31.4 (C-7), 31.0 (C-8), 26.8 (C-2), 26.7 (C-24), 21.0 (-
OCOCHS; C-16), 20.8 (-OCOCH, C-26), 20.2 (C-11), 19.1 (C-19), 16.6 (C-21), 16.5 (C-27), 13.1
(C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 1142 (<1%), 181 (11%), 115 (13%), 91 (100%), 69 (9%).

HRLSIMS (m/z): calculado para CesHgsNsNaOy; [M+Na]*: 1142.6082, observado: 1142.6104.
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5.1.2.16 Diacetato de (25R)-3a-{4’-[(a-D-glucopiranosil)-O-metil]-1’H-1",2°,3’-
triazol-1’-il}-22-oxocolest-5-eno-16p,26-diilo (16)

A una solucion del derivado 14 (0.17 g, 0.15 mmol) en una mezcla de disolventes 7:3
MeOH:AcOEt (10 mL) se afadié Pd/C al 10% (130 mg). La mezcla de reaccién se mantuvo en
agitacion a t.a. bajo atmosfera de H, (1 atm) por 7 horas. El crudo de reaccion se filtrd al vacio
sobre celita y el disolvente se evaporé a presion reducida. ElI compuesto se purificé por
cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de disolventes 20:1 y 15:1 CH,Cl,:MeOH.
Se obtuvieron 0.1 g del derivado 16 como un sélido amorfo blanco. Rendimiento experimental:
92%.

[a]2B : +53 (c 1.2, acetona)

RMN *H (700 MHz, CDCl;-CD;OD) &: 7.78 (s, 1H, H-5"), 5.42 (m, 1H, H-6), 4.91 (ddd, 1H,
Jig1sa = Ji6.17 = 8.1 Hz, Ji.150 = 4.6 Hz, H-16), 4.86 (d, 1H, J; -, = 3.7 Hz, H-17), 4.79 (m, 1H, H-
3), 4.72 (d, 1H, Jyen = 12.4 Hz, -CH, het), 458 (d, 1H, Jgen = 12.4 Hz, -CH, het), 3.82 (dd, 2H, Jzs.25
= 6.0 Hz, Jgen = 3.6 Hz, H-26), 3.73 (dd, 1H, Jgen = 12.0 Hz, Jg5+ = 2.5 Hz, H-6""a), 3.68 (dd, 1H,
Jgem = 12.0 Hz, Jgy 5 = 4.9 Hz, H-6""b), 3.63 (dd, 1H, J;,+ = 9.6 Hz, J;-4 = 9.3 Hz, H-3"), 3.55
(ddd, 1H, J5- g = 9.4 Hz, J5o g = 4.9 Hz, J5o 50~ = 2.5 Hz, H-5"), 3.40 (dd, 1H, J,-;- = 9.6 Hz,
Jp = 3.7 Hz, H-2”), 3.34 (dd, 1H, J,-5- = 9.4 Hz, 3,5 = 9.3 Hz, H-4""), 2.90 (m, 1H, H-4a),
2.89 (dg, 1H, Jo17 = 10.8 Hz, Jyo21 = 7.1 Hz, H-20), 2.57 (ddd, 1H, Jyen = 17.6 Hz, Jpza24a = 10.0
Hz, Jysa2s = 5.9 Hz, H-23a), 2.50 (m, 1H, H-4b), 2.33 (m, 1H, H-15a), 2.29 (ddd, 1H, Jyen = 17.6
Hz, Jasnom = 10.1 Hz, Jpg0a = 5.1 Hz, H-23b), 2.15 (m, 1H, H-2a), 2.10 (m, 1H, 2b), 1.98 (s, 3H,
-OCOCH; C-26), 1.94 (m, 1H, 7a), 1.89 (s, 3H, -OCOCH; C-16), 1.87 (m, 1H, H-12a), 1.82 (dd,
1H, Ji720 = 10.8 Hz, Ji7.6 = 8.1 Hz, H-17), 1.68 (m, 1H, H-25), 1.44 (m, 1H, 11a), 1.40 (m, 1H,
11b), 1.06 (d, 3H, Jy10 = 7.1 Hz, H-21), 1.04 (s, 3H, H-19), 0.85 (d, 3H, J,75 = 7.05 Hz, H-27),
0.81 (s, 3H, H-18).

RMN C (125 MHz, CDCl,-CD;0OD) §: 213.1 (C-22), 171.4 (-OCOCH; C-26), 169.9 (-OCOCH;
C-16), 142.6 (C-4’), 137.4 (C-5), 123.9 (C-6), 122.5 (C-5"), 97.7 (C-1°"), 75.5 (C-16), 73.7 (C-3"),
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71.9 (C-5°"), 71.8 (C-2""), 70.1 (C-4"), 68.7 (C-26), 61.5 (C-6""), 59.9 (-CH, het), 56.7 (C-3), 54.8
(C-17), 53.5 (C-14), 49.3 (C-9), 43.3 (C-20), 41.6 (C-13), 39.2 (C-12), 38.0 (C-23), 36.7 (C-10),
34.9 (C-4), 34.4 (C-15), 32.3 (C-1), 31.8 (C-25), 31.3 (C-7), 30.8 (C-8), 26.6 (C-2), 26.4 (C-24),
20.7 (-OCOCH; C-16), 20.5 (-OCOCH; C-26), 20.1 (C-11), 18.9 (C-19), 16.4 (C-21), 16.3 (C-27),
12.9 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 782 (100%), 115 (35%), 69 (40%), 55 (41%).

HRLSIMS (m/z): calculado para C4Hg;NsNaO;, [M+Na]*: 782.4204, observado: 782.4193.

5.1.2.17 2*F, 3*F 6°F-Heptadecaquis-O-bencil-a-ciclodextrina (69)
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Se prepar6 siguiendo una modificacion del método descrito por Pearce y Sinay.>® A una solucién de
a-ciclodextrina perbencilada (68, 3.1 g, 1.2 mmol) en tolueno (140 mL) sobre tamiz molecular de 4
A, se afiadi6 DIBAL-H 1M (36 mL, 36 mmol) lentamente y bajo atmésfera inerte. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion 40 h, posteriormente se enfrio en bafio de hielo y se eliming el
exceso de DIBAL afadiendo agua lentamente (50 mL). La mezcla se filtrd al vacio, se diluyd con
AcOEt (150 mL) y se lavd con salmuera (3x70 mL). La fase organica se secd sobre MgSQ,, se
filtré y el disolvente se evapor6 a presion reducida. El producto se purificd por cromatografia en
columna utilizando como eluyente hexano y un sistema de disolventes AcOEt:Hexano 1:2 para
separar el producto di-A,D-desbencilado, mayoritario, del minoritario, mono-desbencilado. Se
obtuvieron 0.52 g del compuesto 69 como una espuma blanca. Rendimiento experimental

monoalcohol: 17%.
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5.1.2.18 2*F, 3*F 6%F.Heptadecaquis-O-bencil-6"-O-(prop-2’-inil)-a-ciclodextrina
(70)

o/
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A una solucidn de la ciclodextrina 69 (0.14 g, 0.06 mmol) en una mezcla de disolventes anhidros
2:1 DMF:tolueno (3 mL) se afiadi6 a 0 °C y bajo atmdsfera inerte NaH (60% en aceite mineral, 56
mg, 0.12 mmol), se mantuvo en agitacion a t.a. por 10 minutos y se afiadié bromuro de propargilo
(80% en tolueno, 12 ulL, 0.12 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion toda la noche,
pasado ese tiempo se afiadié a 0 °C MeOH vy éter etilico (5 mL), se diluy6é con AcOEt (10 mL), se
lavd con salmuera (2x10 mL), se seco sobre MgSO,, se filtrd y el disolvente se evapor6 a presion
reducida. EI bromuro de propargilo en exceso se eliminé al vacio. Se obtuvo el derivado 70 como
un aceite amarillo en un rendimiento cuantitativo. EI compuesto se utilizé para la siguiente reaccion

sin mayor purificacion.
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51.2.19 2*F,  3*F  6°F-Heptadecaquis-O-bencil-6"-0-{1°[(25”’R)-16°"B,26"’-

diacetoxi-22’’-oxocolest-5"’-en-3”a-il]-(1’H-1",2°,3’-triazol-4’-il)metil }-a-ciclodextrina (15)
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A una solucién de la ciclodextrina 70 (0.15 g, 0.06 mmol) en una mezcla de disolventes 1:3
ACcOEt:CH3CN (12 mL) se afiadi6 el esteroide 10 (62 mg, 0.11 mmol), Cul (7.5 mg, 0.04 mmol) y
DIPEA (9 pL, 0.05 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion a t.a. por 44 horas.
Posteriormente el disolvente se evapor6 a presion reducida y el compuesto se purificd por
cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de disolventes 3:1 y 7:3 Hexano:AcOEt.

Se obtuvieron 0.14 g del compuesto 15 como un aceite incoloro. Rendimiento experimental: 80%.
[a]3? : +32 (c 0.6, CH,CI,)

RMN 'H (500 MHz, CDCly) 8: 7.52 (s, 1H, H-5"), 7.16-7.01 (m, 85H, H-Ar), 5.31 (m, 1H, H-6""),
5.13-5.02 (m, 11H, -OCH,Ph 3, H-1), 4.94 (d, 1H, J;, = 3.2 Hz, H-1), 4.89 (ddd, 1H, Ji6- 150~ =
Jigraze = 7.7 Hz, Jigoasp- = 4.9 Hz, H-16"), 4.79-4.75 (m, 6H, -OCH,Ph 3), 4.58 (sa, 1H, H-3"),
4.45 (m, 2H, -CH, het), 4.41-4.34 (m, 12H, -OCH,Ph 2), 4.41-4.20 (m, 10H, -OCH,Ph 6), 4.07-4.02
(m, 7H, H-3, H-4, H-6), 3.98-3.92 (m, 10H, H-3, H-4, H-5, H-6), 3.86-3.81 (M, 7H, H-2, H-5), 3.82
(m, 2H, H-26""), 3.60-3.34 (m, 12H, H-2, H-6), 2.86 (dq, 1H, Jx-17- = 10.8 Hz, Jyo-21- = 7.3 Hz,
H-20""), 2.74 (m, 1H, H-4a’"), 2.54 (ddd, 1H, Jyen = 17.6 HZ, Josa 24 = 10.1 HZ, Jpsa200+ = 5.9 Hz,
H-23a’"), 2.39 (m, 1H, H-4b>"), 2.29 (M, 1H, H-15a"), 2.26 (ddd, 1H, Jgem = 17.6 HZ, Jysp-200+ =
10.0 Hz, Jogp- 240 = 5.0 Hz, H-23b>), 2.05 (m, 1H, H-2a’"), 1.97 (s, 3H, -OCOCH; C-26>"), 1.93
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(m, 1H, H-2b>), 1.88 (s, 3H, -OCOCH; C-16°"), 1.68 (m, 1H, H-25""), 1.05 (d, 3H, Jy1-20~ = 7.1
Hz, H-21°"), 0.96 (s, 3H, H-19"), 0.85 (d, 3H, J7-25- = 6.8 Hz, H-27"), 0.77 (s, 3H, H-18"").

RMN C (125 MHz, CDCly) &: 212.5 (C-22""), 171.1 (-OCOCH; C-26""), 169.6 (-OCOCH; C-
16°"), 143.7 (C-4’), 139.4-126.8 (C-Ar), 137.8 (C-5"), 123.7 (C-6"), 122.0 (C-5"), 98.7-98.5 (C-1),
81.0-80.8 (C-3), 79.0-79.6 (C-4), 79.1-78.9 (C-2), 75.7 (C-16"), 75.7-75.3 (-OCH,Ph 3), 73.5-73.3
(-OCH,Ph 6), 72.8-72.5 (-OCH,Ph 2), 71.6-71.4 (C-5), 69.4-69.0 (C-6), 68.8 (C-26""), 64.7 (-CH,
het), 56.3 (C-3"), 54.9 (C-177), 53.7 (C-14"), 49.4 (C-9”), 43.5 (C-20"), 41.8 (C-13""), 39.4 (C-
12°"), 38.3 (C-23"), 36.9 (C-10""), 35.3 (C-4"), 34.7 (C-15"), 32.6 (C-1""), 32.1 (C-25""), 31.5 (C-
7’), 31.0 (C-8""), 26.7 (C-24""), 26.6 (C-2"), 21.0 (-OCOCH; C-16""), 20.8 (-OCOCH; C-26""),
20.2 (C-117), 19.1 (C-197), 16.7 (C-21""), 16.6 (C-27""), 13.1 (C-18"").

MALDI-HRMS (m/z): calculado para CiggH21:N3NaO3s [M+Na]*: 3105.471, observado: 3105.411.

5.1.2.20 6"-0-{1’[(25”’R)-16’B,26"’-Diacetoxi-22°’-0x0-5’*€-colestan-3’a-il]-(1’H-

1°,2°,3’-triazol-4’-il)metil}-a-ciclodextrina (17)

A una solucion del derivado 15 (54 mg, 0.02 mmol) en una mezcla de disolventes 1:1
AcOEt:MeOH (5 ml) se afiadié Pd(OH),/C al 20% (0.12 g) y se coloco en agitacion bajo atmosfera

de H, (1 atm) por 4 dias. EI compuesto se filtrd al vacio sobre celita y el disolvente se evaporo a
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presion reducida. Se obtuvieron 16 mg del derivado 17 como un s6lido amorfo blanco. Rendimiento

experimental: 59%.
[a]%C : +50 (c 1.0, DMSO-dy)

RMN *H (500 MHz, DMSO-d) 8: 8.19 (s, 1H, H-5"), 4.82 (m, 1H, H-16"), 4.82-4.74 (m, 6H, H-
1), 4.49 (m, 1H, H-3""), 3.86-3.82 (m, 3H, H-26"", H-3), 3.79-3.75 (m, 5H, H-3), 3.70-3.57 (m,
14H, H-4, H-5, H-6), 3.43-3.23 (m, H-2, H-4, H-5), 2.89 (m, 1H, H-20""), 2.67 (m, 1H, H-23a"),
2.35 (m, 1H, 230b°"), 2.22 (m, 1H, H-15a"), 2.0 (s, 3H, -OCOCH; C-26"), 1.91 (s, 3H, -OCOCHs;
C-16""), 1.06 (d, 3H, Jo1-20~ = 6.7 Hz, H-21""), 0.96 (s, 3H, H-19"), 0.85 (d, 3H, Jy7-25~ = 6.4 Hz,
H-27"), 0.82 (s, 3H, H-18").

RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds) 5: 212.5 (C-22”"), 170.4 (-OCOCH; C-26"), 169.3 (-OCOCH; C-
167", 143.8 (C-4"), 122.1 (C-5’), 102.1-101.9 (C-1), 82.4-81.9 (C-4), 74.6 (C-16"), 73.3 (C-3),
72.3-72.0 (C-2, C-5), 70.5 (CH), 68.6 (C-6), 68.2 (C-26""), 64.0 (-CH, het), 63.0 (CH,), 60.4-60.1
(C-6), 59.8 (C-3"), 54.9 (C-17"), 52.6 (C-14""), 42.7 (C-20""), 41.8 (C-9°"), 41.7 (C-13""), 39.4 (C-
12°"), 37.6 (C-23"), 35.2 (C-4"), 35.1 (C-10°"), 34.8 (C-5"), 34.3 (C-15""), 33.3 (CH,), 31.5 (C-
25", 27.6 (CH,), 26.3 (C-24""), 25.6 (C-2""), 24.7 (C-8""), 23.0 (C-19""), 20.7 (-OCOCH; C-16"),
20.6 (-OCOCH; C-26""), 20.2 (C-11"), 16.4 (C-21"), 16.3 (C-27"’), 13.1 (C-18").

LSIMS (m/z): [M+Na]* 1576 (<1%), 685 (25%), 237 (85%), 57 (100%).

HRLSIMS (m/z): calculado para C,oH11:N3sNaOss [M+Na]*: 1576.6896, observado: 1576.6892.

5.1.2.21 (25R)-3B-O-(Prop-2’-inil)espirost-5-eno (18)

I 35b

Se prepard de acuerdo al método descrito por Pérez-Labrada et a
(1) (0.1 g, 0.24 mmol) en DMF anhidra (4 ml) sobre tamiz molecular de 4 A, se agregé NaH (60%

en aceite mineral, 30 mg, 0.72 mmol) a 0 °C y bajo atmoésfera inerte, se mantuvo en agitacion

A una solucién de diosgenina

constante a t.a. por 10 minutos y finalmente se agregé bromuro de propargilo (50% en tolueno, 0.13

mL, 0.72 mmol). La mezcla de reaccidon se mantuvo en agitacion por 1 noche, posteriormente se
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afiadié MeOH, Et,0 y H,0 (5 mL) a 0 °C, la mezcla se diluy6é con AcOEt (15 mL) y se lavé con
salmuera (2x10 mL). El producto se purificé por cromatografia flash utilizando como eluyente un
sistema de disolventes 9:1 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 85 mg del derivado 18 como un solido
amorfo blanco. Rendimiento experimental: 78%. Los datos fisicos y espectroscopicos se
compararon con los reportados en la bibliografia.*®

5.1.2.22 Acetato de (25R)-26-hidroxi-22-oxo0-3p-O-(prop-2’-inil)-colest-5-en-16p-
ilo (19)

= o

A una solucién del derivado 18 (1.68 g, 3.71 mmol) en CH,CI, anhidro (18 mL) se afiadié Ac,0O (6
mL, 63.9 mmol) y BF;+Et,0 (4.9 mL, 38.4 mmol) lentamente, a 0 °C y bajo atmoésfera inerte. La
mezcla de reaccion se mantuvo en agitacién a 0 °C por 9 min, posteriormente se vertid en hielo y se
mantuvo en agitacion toda la noche. El producto se lavd con una solucion saturada de NaHCO;
(3x10 mL) y salmuera (2x10 mL). La fase organica se sec6 sobre MgSO, anhidro, se filtr6 y el
disolvente se eliminé a presién reducida. EI compuesto se purifico utilizando cromatografia flash y
como eluyente un sistema de disolventes 4:1 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 0.66 g del compuesto

19 como una espuma ligeramente amarilla. Rendimiento experimental: 35%.

[a]3*: +2 (c 0.22, CH,CI,)

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: 5.35 (m, 1H, H-6), 4.98 (ddd, 1H, J6 152 = J16.17 = 8.0 Hz, Jig 10 =
4.9 Hz, H-16), 4.19 (d, 2H, J;.;- = 2.4 Hz, H-1"), 3.42 (d, 2H, J625 = 5.8 Hz, H-26), 3.40 (m, 1H, H-
3), 2.96 (dg, 1H, Jyo17 = 11.0 Hz, Jp02 = 7.1 Hz, H-20), 2.64 (ddd, 1H, Jgen = 18.1 HZ, J30200 = 8.4
Hz, Jysazm = 6.7 Hz, H-23a), 2.41 (t, 1H, J;.;- = 2.4 Hz, H-3"), 2.40 (m, 1H, H-23b), 2.40 (m, 1H,
H-15a), 2.38 (m, 1H, H-4a), 2.21 (m, 1H, H-4b), 1.97 (s, 3H, -OCOCHS), 1.86 (m, 1H, H-1a), 1.70
(m, 1H, H-24a), 1.34 (m, 1H, H-24b), 1.28 (m, 1H, H-12b), 1.14 (d, 3H, J,10 = 7.1 Hz, H-21), 1.0
(s, 3H, H-19), 0.91 (d, 3H, J7.5 = 6.8 Hz, H-27), 0.87 (s, 3H, H-18).

RMN ®C (100 MHz, CDClI;) &: 213.7 (C-22), 169.8 (-OCOCHS,), 140.4 (C-5), 121.5 (C-6), 80.3
(C-3%), 78.0 (C-3), 75.7 (C-16), 73.8 (C-2"), 67.4 (C-26), 55.1 (C-1°), 55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 49.8
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(C-9), 43.4 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 38.6 (C-4), 38.5 (C-23), 37.0 (C-1), 36.7 (C-10), 35.4
(C-25), 34.8 (C-15), 31.6 (C-7), 31.2 (C-8), 28.0 (C-2), 26.1 (C-24), 21.1(-OCOCH;), 20.7 (C-11),
19.3 (C-19), 16.8 (C-21), 16.6 (C-27), 13.2 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 535 (50%), 237 (100%), 105 (57%), 91 (86%), 73 (56%), 69 (74%).

HRLSIMS (m/z): calculado para Cs,H,sNaOs [M+Na]™: 535.3399, observado: 535.3403.

5.1.2.23 Diacetato de (25R)-22-0x0-3p-O-(prop-2’-inil)-colest-5-eno-16p,26-diilo
(20)

A una solucion del derivado 19 (0.13 g, 0.26 mmol) en CH,ClI, (4 mL) se afiadié Ac,0 (0.3 mL, 2.8
mmol) y cantidades cataliticas de DMAP. La reaccion se mantuvo en agitacion por 10 minutos, se
lavé con salmuera (2x10 mL) y la fase organica se secd sobre MgSQ,, se filtrd y el disolvente se
evapord a presion reducida. El producto se purificé utilizando cromatografia flash y un sistema de
disolventes 9:1 y 4:1 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 0.14 g del derivado 20 como un solido

cristalino blanco. Rendimiento experimental: 99%.
[a]%® : +9 (¢ 0.57, CH,Cl,)

RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 5.35 (m, 1H, H-6), 4.98 (ddd, 1H, Ji6 152 = J16.17 = 8.0 Hz, Jig 150 =
4.8 Hz, H-16), 4.19 (d, 2H, J;.5 = 2.4 Hz, H-1°), 3.90 (dd, 2H, Jz625 = 6.1 Hz, Jgen = 1.8 Hz, H-26),
3.38 (m, 1H, H-3), 2.95 (dg, 1H, Jo017 = 11.1 Hz, Jp02 = 7.2 Hz, H-20), 2.63 (ddd, 1H, Jgen = 17.8
Hz, Jysazea = 10.1 Hz, Jysazas = 5.8 Hz, H-23a), 2.42 (m, 1H, H-15a), 2.41 (t, 1H, J;., = 2.4 Hz,
H-3), 2.37 (m, 1H, H-4a), 2.34 (ddd, 1H, Jyen = 17.8 Hz, Josnza = 10.0 Hz, Jpsposa = 5.1 Hz,
H-23b), 2.21 (m, 1H, H-4b), 2.06 (s, 3H, -OCOCH; C-26), 1.96 (s, 3H, -OCOCH; C-16), 1.86 (m,
1H, H-1a), 1.74 (m, 1H, H-25), 1.69 (m, 1H, H-24a), 1.37 (m, 1H, H-24b), 1.27 (m, 1H, H-12b),
1.14 (d, 3H, Jp1 50 = 7.2 Hz, H-21), 1.0 (5, 3H, H-19), 0.92 (d, 3H, J,7.5 = 6.7 Hz, H-27), 0.87 (s, 3H,
H-18).
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RMN C (100 MHz, CDCl5) &: 212.7 (C-22), 171.2 (-OCOCH; C-26), 169.7 (-OCOCH; C-16),
140.4 (C-5), 121.5 (C-6), 80.3 (C-3"), 78.0 (C-3), 75.7 (C-16), 73.8 (C-2"), 68.9 (C-26), 55.1 (C-1"),
55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 49.8 (C-9), 43.5 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 38.6 (C-4), 38.3 (C-23),
37.0 (C-1), 36.7 (C-10), 34.8 (C-15), 32.1 (C-25), 31.6 (C-7), 31.2 (C-8), 28.0 (C-2), 26.7 (C-24),
21.1(-OCOCH; C-16), 20.9 (-OCOCH; C-26), 20.7 (C-11), 19.3 (C-19), 16.8 (C-21), 16.6 (C-27),
13.2 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 577 (100%), 237 (91%), 115 (85%), 91 (66%), 73 (51%), 69 (48%).

HRLSIMS (m/z): calculado para CssHsoNaOg [M+Na]*: 577.3505, observado: 577.3497.

5.1.2.24 2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil azida (41)

OAc

AcO 9]
ACO&/ N3

OAc

Se prepar6 de acuerdo al método descrito por Kumar et al.*® A una solucién de bromuro de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo (40) (0.35 g, 0.85 mmol) en DMSO anhidro (4 mL) se afiadio
NaN; (66 mg, 1.0 mmol) bajo atmdsfera inerte. La mezcla se colocé en agitacion constante y a t.a.
por 10 minutos. Posteriormente se diluyd con agua (10 mL) y el producto se lavd extrajo con
AcOEt (3x10 mL). La fase organica se secO sobre MgSO,, se filtrd y se llevé a sequedad. El
producto se utiliz6 en la siguiente reaccion sin mayor purificacion. Se obtuvo el azlcar 41 como un

s6lido amorfo amarillo en un rendimiento cuantitativo.

5.1.2.25 B-D-Glucopiranosil azida (42)

OH

o)

OH
A una solucion del derivado 41 (2.78 g, 7.45 mmol) en MeOH anhidro (35 mL) se afiadié una
solucion de NaOMe 0.5 M (14.8 mL, 7.45 mmol) bajo atmdsfera inerte. La mezcla de reaccion se

mantuvo en agitacion constante y a t.a. por 1 hora. Posteriormente se agregé Amberlita IR-120 (H"),

previamente lavada con MeOH, hasta alcanzar un pH neutro. La solucion se filtrd y el disolvente se
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evapord a presion reducida. El producto obtenido se utiliz6 en la siguiente reaccidn sin mayor
purificacion. Se obtuvieron 1.51 g del derivado 42 como un s6lido amorfo amarillo. Rendimiento
experimental: 99%.

5.1.2.26 2,3,4,6-Tetra-O-bencil-B-D-glucopiranosil azida (43)

OBn
Ty,
OBn

A una solucion del aztcar 42 (1.51 g, 7.35 mmol) en DMF anhidro (50 mL) se afiadié NaH (60% en
aceite mineral, 2.83 g, 70.7 mmol) a 0 °C y bajo atmdsfera inerte, la mezcla se mantuvo en
agitacion por 10 minutos a t.a., finalmente se afiadié BnCl (6.8 mL, 59.1 mmol) y se mantuvo en
agitacion constante por 1 noche. Al finalizar la reaccion se agregé MeOH, Et,0 y H,O destilada (10
mL) a 0 °C, la mezcla se diluy6 con AcOEt (40 mL) y se lavo con salmuera (2x50 mL). La fase
organica se secd sobre MgSQ,, se filtr6 y el disolvente se evapor6 a presion reducida. El producto
se purific6 por cromatografia flash utilizando un sistema de disolventes 95:5 Hexano:AcOEt. Se

obtuvieron 1.56 g del derivado 43 como un aceite amarillo. Rendimiento experimental: 38%.

5.1.2.27 Diacetato de  (25R)-3B-O-[1’-(2”,3”,4”,6”-tetra-O-bencil-B-D-
glucopiranosil)-1’H-1°,2°,3’-triazol-4’-ilJmetil-22-oxocolest-5-eno-16,26-diilo (21)

A una solucion del aztcar 43 (0.21 g, 0.37 mmol) en una mezcla de disolventes 1:3 AcOEt:CH;CN
(12 mL) se afiadio el esteroide 20 (0.1 g, 0.18 mmol), Cul (18 mg, 0.09 mmol) y DIPEA (20 pL,
0.11 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion constante y a t.a. por 2 horas, tiempo
en el cual se observd la desaparicion de la materia prima. El disolvente se evapord a presion

reducida y el producto se purificé por cromatografia flash utilizando un sistema de disolventes 9:2
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Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 0.18 g del derivado 21 como una espuma blanca. Rendimiento

experimental: 90%.
[a]%® : +7 (¢ 1.15, CH,Cl,)

RMN H (400 MHz, CDCly) &: 7.67 (s, 1H, H-5"), 7.33-6.94 (m, 20H, H-Ar), 5.58 (d, 1H, J,-,-=
9.1 Hz, H-1°"), 5.27 (M, 1H, H-6), 4.98 (ddd, 1H, Jis150 = Ji617 = 8.0 Hz, Jig 150 = 4.8 Hz, H-16),
4.93 (d, 1H, Jgem = 11.1 Hz, -OCH,Ph 3*), 4.89 (d, 1H, Jgem = 11.1 Hz, -OCH,Ph 3*), 4.85 (d, 1H,
Jgem = 10.7 Hz, -OCH,Ph 4°*), 4.70 (s, 2H, -CH, het), 4.60 (d, 1H, Jgen = 10.7 Hz, -OCH,Ph 4°*),
4.55 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, -OCH,Ph 6°), 4.49 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, -OCH,Ph 6>*), 4.45 (d, 1H,
Jgem = 10.5 Hz, -OCH,Ph 2°), 4.04 (d, 1H, Jyem = 10.5 Hz, -OCH,Ph 2°), 4.03 (m, 1H, H-2"), 3.90
(d, 2H, Jp625 = 6.1 Hz, H-26), 3.84 (m, 1H, H-3""), 3.80 (m, 1H, H-4""), 3.72 (M, 2H, H-6""), 3.69
(m, 1H, H-5"), 3.29 (m, 1H, H-3), 2.95 (dg, 1H, Jx17 = 10.9 Hz, Jx2 = 7.1 Hz, H-20), 2.63 (ddd,
1H, Jgem = 17.7 HZ, Jyza24a = 10.1 HZ, Jpza s = 5.7 Hz, H-23a), 2.40 (m, 1H, H-15a), 2.37 (m, 1H,
H-4a), 2.35 (ddd, 1H, Jgem = 17.8 HZ, Js2a = 9.9 HZ, Joap.24a = 4.9 Hz, H-23b), 2.23 (m, 1H, H-4b),
2.06 (s, 3H, -OCOCH; C-26), 1.96 (s, 3H, -OCOCH; C-16), 1.81 (m, 1H, H-1a), 1.74 (m, 1H, H-
25), 1.65 (m, 1H, H-24a), 1.36 (m, 1H, H-24b), 1.14 (d, 3H, J»10 = 7.1 Hz, H-21), 0.98 (s, 3H, H-
19), 0.92 (d, 3H, Ju7.5 = 6.7 Hz, H-27), 0.86 (s, 3H, H-18).

RMN C (100 MHz, CDCly) &: 212.7 (C-22), 171.2 (-OCOCH; C-26), 169.7 (-OCOCH; C-16),
146.2 (C-4%), 140.4 (C-5), 138.1-127.7 (C-Ar), 121.7 (C-5"), 121.4 (C-6), 87.5 (C-17), 85.3 (C-3"),
80.9 (C-2’"), 78.4 (C-3), 77.9 (C-5"), 77.2 (C-4""), 75.8 (-OCH,Ph 3”), 75.7 (C-16), 75.2 (-
OCH,Ph 4*), 74.9 (-OCH,Ph 27), 73.5 (-OCH,Ph 6°*), 68.9 (C-26), 68.3 (C-6""), 61.4 (-CH, het),
55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 49.7 (C-9), 43.5 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 39.0 (C-4), 38.3 (C-23),
36.9 (C-1), 36.7 (C-10), 34.8 (C-15), 32.1 (C-25), 31.5 (C-7), 31.2 (C-8), 28.1 (C-2), 26.7 (C-24),
21.1 (-OCOCH; C-16), 20.9 (-OCOCH; C-26), 20.7 (C-11), 19.3 (C-19), 16.8 (C-21), 16.6 (C-27),
13.2 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 1142 (4%), 181 (11%), 91 (100%).

HRLSIMS (m/z): calculado para CggHgsNsNaO;, [M+Na]*: 1142.6082, observado: 1142.6124.
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5.1.2.28 Diacetato de (25R)-3B-O-[1’-(B-D-glucopiranosil)-1’H-1°,2",3’-triazol-4’-
iljmetil-22-oxo0-5a-colestano-16p,26-diilo (23)

AN

OH
A una solucion del derivado 21 (0.37 g, 0.33 mmol) en una mezcla de disolventes 7:3
MeOH:AcOEt (20 mL) se afiadié Pd/C al 10% (0.44 g) y AcOH (1.5 mL). La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion constante por 4 dias bajo atmésfera de H,. El crudo de reaccion se filtr6 al
vacio sobre una cama de silice y el disolvente se evaporé a presion reducida. El producto se purifico
por cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de disolventes CH,Cl,:MeOH 15:1. Se

obtuvieron 0.21 g del derivado 23 como un s6lido blanco amorfo. Rendimiento experimental: 83%.
[a]% : +25 (¢ 0.62, CH,CI,)

RMN *H (500 MHz, CD;0D) &: 8.15 (s, 1H, H-5), 5.60 (d, 1H, J,,-= 9.2 Hz, H-1°"), 4.96 (ddd,
1H, Jig 152 = J16.17 = 8.0 Hz, Jig.15 = 4.5 Hz, H-16), 4.64 (s, 2H, -CH, het), 3.90 (dd, 2H, Jus.»5 = 6.2
Hz, Jgem = 1.2 Hz, H-26), 3.88 (M, 1H, H-2""), 3.87 (dd, 1H, Jgem = 12.2 HZ, Ja 5 = 1.95 Hz, H-
6°a), 3.71 (dd, 1H, Jgem = 12.2 Hz, Jgy5+ = 5.5 Hz, H-6"’b), 3.57 (m, 1H, H-5>"), 3.56 (dd, 1H,
Jyope=Jymp = 8.9 Hz, H-3"), 3.49 (dd, 1H, J,-5 = 9.3 Hz, J,; = 8.9 Hz, H-4"), 3.43 (m, 1H,
H-3), 3.0 (dq, 1H, Jz0.17 = 10.9 Hz, Jy021 = 7.1 Hz, H-20), 2.73 (ddd, 1H, Jgem = 18.1 HZ, Jp3a200= 9.5
Hz, Josaz2a = 6.1 Hz, H-23a), 2.42 (ddd, 1H, Jgem = 18.1 HZ, Jozp2a = 9.6 HZ, Jogp 242 = 5.4 Hz, H-
23b), 2.32 (M, 1H, H-15a), 2.03 (s, 3H, -OCOCH, C-26), 1.96 (s, 3H, -OCOCH; C-16), 1.86 (dd,
1H, Ji720 = 10.9 Hz, Ji716 = 8.0 Hz, H-17), 1.13 (d, 3H, Jp1 20 = 7.1 Hz, H-21), 0.92 (d, 3H, J,75 =
6.8 Hz, H-27), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.84 (s, 3H, H-19), 0.72 (m, 1H, H-5).

RMN “C (125 MHz, CD;0D) : 215.3 (C-22), 172.9 (-OCOCH, C-26), 171.7 (-OCOCHj; C-16),
146.6 (C-4"), 124.2 (C-5), 89.5 (C-1""), 81.1 (C-5""), 79.5 (C-3), 78.4 (C-3""), 76.8 (C-16), 74.0 (C-
2°%), 70.8 (C-4’"), 70.0 (C-26), 62.3 (C-6"), 61.8 (-CH, het), 56.8 (C-17), 55.6 (C-5), 55.1 (C-14),
46.0 (C-9), 44.7 (C-20), 43.3 (C-13), 41.2 (C-12), 39.2 (C-23), 38.0 (C-4), 36.8 (C-10), 36.2 (C-8),
35.7 (C-1), 35.7 (C-15), 33.3 (C-25), 33.1 (C-7), 29.8 (C-6), 29.1 (C-2), 27.8 (C-24), 22.1 (C-11),
21.2 (-OCOCH; C-16), 20.8 (-OCOCHj; C-26), 17.3 (C-21), 17.0 (C-27), 13.9 (C-18), 12.7 (C-19).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 784 (37%), 115 (98%), 91 (66%), 69 (100%), 55 (73%).
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HRLSIMS (m/z): calculado para C4HgsNsNaO;, [M+Na]*: 784.4360, observado: 784.4337.

5.1.2.29 1,2,3,6,2°,3’,4°,6’-Octa-O-acetil lactosa (49)

AcO OAc OAc
\%&Oﬁ&w
AcO
Ao AcO e OAc

A una solucion de lactosa (48) (2 g, 5.8 mmol) en Ac,O (5.4 mL, 57.1 mmol) agitada durante 5
minutos, se afiadieron 2 gotas de H,SO,4 concentrado con lo que la temperatura de la reaccion
aumento. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion constante hasta que la reaccion se enffrio,
se afiadio CH,Cl, (10 mL) y se mantuvo 10 minutos mas en agitacion. Finalmente el crudo de
reaccion se lavd con una solucién saturada de NaHCO; (2x10 mL) y salmuera (2x10 mL). La fase
organica se secd sobre MgSQ,, se filtro y se llevé a sequedad. El producto obtenido se utiliz6 para
la siguiente reaccidn sin mayor purificacion. Se obtuvieron 3.7 g del azlcar 49 como un sélido

blanco. Rendimiento experimental: 95%.

5.1.2.30 2,3,6,2°,3’,4’,6’-Hepta-O-acetil-B-lactosil azida (50)

AcO OAc OAc
0 0
(6]
ACO&/ /%/Ns
OACACO AcO

Se prepar6 de acuerdo al método descrito por Cagnoni et al.”* A una solucién de lactosa
peracetilada 49 (3.3 g, 4.9 mmol) en CH,Cl, anhidro (40 mL) se afiadio TMSN; (1.3 mL, 9.7 mmol)
y SnCl, (0.35 mL, 3 mmol) en agitacion y bajo atmdsfera inerte. La mezcla de reaccion se mantuvo
en agitacion constante por 3 dias, se lavd con salmuera (2x20 mL), se sec6 sobre MgSQ,, se filtré y
se llevd a sequedad. El producto se purifico por cromatografia flash utilizando como eluyente un
sistema de disolventes 3:2 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 2.8 g del aztcar 50 como una espuma

blanca. Rendimiento experimental: 86%.
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5.1.2.31 B-D-lactosil azida (51)

HO OH OH

0 0
HO&/OH&M
OH OH

A una solucion del azucar 50 (2.8 g, 4.22 mmol) en MeOH anhidro (25 mL) se afiadi6é una solucién
de NaOMe 0.5 M (14.5 mL, 7.25 mmol) bajo atmésfera inerte. La mezcla de reaccion se mantuvo
en agitacion constante y a t.a. por 1.5 horas. Posteriormente se agregd Amberlita IR-120 (H"),
previamente lavada con MeOH, hasta alcanzar un pH neutro. El crudo de reaccion se filtro y el
disolvente se evaporo a presion reducida. EI producto obtenido se utiliz6 en la siguiente reaccion sin
mayor purificacion. Se obtuvo el azlGcar 51 como una espuma blanca y en un rendimiento
cuantitativo.

5.1.2.32 2,3,6,2°,3’,4°,6’-Hepta-O-bencil-B-lactosil azida (52)

BnO OBn OBn
o o)
0
BnO N3
BnO BnO obn

A una solucidn del aztcar 51 (1.5 g, 4.08 mmol) en DMF anhidro (33 mL) se agregé NaH (60% en
aceite mineral, 2.4 g, 61 mmol) a 0 °C y bajo atmédsfera de argén. Después de 10 minutos en
agitacion a t.a. se afiadié BnCl (7.0 mL, 61 mmol) y se agit6 por 1 dia. Finalizada la reaccién se
afladio MeOH, éter etilico y H,O destilada (10 mL) a 0 °C, se diluyé con AcOEt (30 mL) y se lavd
con salmuera (2x25 mL). EL producto se purific por cromatografia flash utilizando como eluyente
un sistema de disolventes 95:5 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 2.3 g del aztcar 52 como un sélido

amorfo amarillo. Rendimiento experimental: 56%.
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5.1.2.33 Diacetato de (25R)-3p-O-[1’-(2°,3°,6°,2°°,3°*°,4°>°,6°"°-hepta-O-bencil-B-
lactosil)-1’H-1°,2°,3’-triazol-4’-ilJmetil-22-oxocolest-5-eno-16,26-diilo (22)

BnO OBn OBn

(o] o O N/\/\O
BnO‘é @Bno N=N
OBn oBn N

A una solucién del aztcar 52 (0.3 g, 0.3 mmol) en una mezcla de disolventes 1:3 AcOEt:CH;CN
(10 mL) se afadio el esteroide 20 (82 mg, 0.15 mmol), Cul (14 mg, 0.07 mmol) y DIPEA (16 pL,
0.1 mmol). La mezcla de reaccion se agité a t.a por 2.5 horas. El disolvente se evapor6 a presion
reducida y el producto se purifico por cromatografia flash utilizando como eluyente un sistema de
disolventes 3:1 y 2.5:1 Hexano:AcOEt. Se obtuvieron 0.19 g del derivado 22 como un aceite

incoloro. Rendimiento experimental: 84%.
[a]%’ : -3 (c 0.89, CH,Cl,)

RMN H (400 MHz, CDCly) &: 7.57 (s, 1H, H-5"), 7.35-6.92 (m, 35H, H-Ar), 5.58 (d, 1H, J;-,-=
9.1 Hz, H-17"), 5.26 (M, 1H, H-6), 5.14 (d, 1H, Jgen = 10.6 Hz, -OCH,Ph 3°°), 4.98 (d, 1H, Jgen =
11.5 Hz, -OCH,Ph 4°>), 4.98 (m, 1H, H-16), 4.84 (d, 1H, Jyen = 11.2 Hz, -OCH,Ph 2°*), 4.75 (d,
1H, Jgem = 11.2 Hz, -OCH,Ph 2°*), 4.74 (d, 1H, Jgem = 12.0 Hz, -OCH,Ph 3°>*), 4.70 (d, 1H, Jgen =
12.0 Hz, -OCH,Ph 3°>*), 4.69 (d, 1H, Jgen = 10.6 Hz, -OCH,Ph 3>*), 4.69 (d, 1H, Jgen = 12.6 Hz,
-CH; het), 4.65 (d, 1H, Jyen = 12.6 Hz, -CH, het), 4.56 (d, 1H, Jgen = 10.6 Hz, -OCH,Ph 2°°), 4.56
(d, 1H, Jgem = 11.5 Hz, -OCH,Ph 4>*), 4.48 (d, 1H, Jgen = 12.0 Hz, -OCH,Ph 6°*), 4.45 (d, 1H,
Jpey = 7.8 Hz, H-17""), 4.38 (d, 1H, Jgem = 11.9 Hz, -OCH,Ph 6>°*), 4.32 (d, 1H, Jgem = 12.0 Hz,
-OCH,Ph 6”), 4.26 (d, 1H, Jgen = 11.9 Hz, -OCH,Ph 6°>°), 4.12 (m, 1H, H-4""), 4.08 (d, 1H, Jger =
10.6 Hz, -OCH,Ph 27), 3.92 (m, 1H, H-4""), 3.90 (dd, 2H, Jys25 = 6.1 HZ, Jgen = 1.6 Hz, H-26),
3.88 (dd, 1H, J,+;» = 9.1 Hz, J,-5- = 9.0 Hz, H-2""), 3.84 (dd, 1H, Jyep = 11.2 Hz, J5,5- = 3.5 Hz,
H-6""a), 3.78 (dd, 1H, J,- 5 = 9.7 Hz, 3, ;- = 7.8 Hz, H-2°>), 3.73 (dd, 1H, J;-»- = J;-, = 9 Hz,
H-3""), 3.62 (dd, 1H, Jgen = 11.2 Hz, J55,5- = 0.9 Hz, H-6"b), 3.53 (m, 1H, H-6""a), 3.51 (m, 1H,
H-5°"), 3.42 (dd, 1H, J;- - = 9.7 Hz, J;-,~ = 2.9 Hz, H-3""), 3.38 (m, 1H, H-6""b), 3.38 (m, 1H,
H-5>"), 3.27 (m, 1H, H-3), 2.95 (dq, 1H, 2017 = 11.0 Hz, Jy021 = 7.1 Hz, H-20), 2.62 (ddd, 1H, Jgen
= 17.8 Hz, Jparsa = 10.1 Hz, Jyza20 = 5.8 Hz, H-23a), 2.40 (m, 1H, H-15a), 2.36 (m, 1H, H-4a),
2.35 (ddd, 1H, Jgen = 17.8 HZ, Josp2a0 = 10 HZ, Jzsp.24a = 5.2 Hz, H-23b), 2.22 (M, 1H, H-4b), 2.05 (s,
3H, -OCOCH; C-26), 1.96 (s, 3H, -OCOCH; C-16), 1.91 (dd, 1H, Ji720 = 11.0 Hz, Ji716 = 8.2 Hz,
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H-17), 1.80 (m, 1H, H-1a), 1.75 (m, 1H, H-25), 1.66 (m, 1H, H-24a), 1.14 (d, 3H, J,10 = 7.1 Hz,
H-21), 0.98 (s, 3H, H-19), 0.92 (d, 3H, Ju7.5 = 6.7 Hz, H-27), 0.85 (s, 3H, H-18).

RMN C (100 MHz, CDCl5) &: 212.7 (C-22), 171.1 (-OCOCH; C-26), 169.7 (-OCOCH; C-16),
146.1 (C-4%), 140.4 (C-5), 138.6-127.6 (C-Ar), 121.4 (C-6), 121.1 (C-5"), 102.6 (C-1°""), 87.4 (C-
1), 83.6 (C-3°"), 82.4 (C-3>""), 80.0 (C-2""), 79.8 (C-2""), 78.3 (C-3), 78.0 (C-5"), 75.7 (C-16),
75.6 (C-4""), 75.4 (-OCH,Ph 37), 75.3 (-OCH,Ph 2°*"), 74.9 (-OCH,Ph 2"), 74.6 (-OCH,Ph 4°*"),
73.5 (C-4°"), 73.3 (-OCH,Ph 6°°*), 73.1 (C-5"""), 73.1 (-OCH,Ph 6°*), 72.5 (-OCH,Ph 3", 68.8
(C-26), 68.0 (C-6"""), 67.6 (C-6""), 61.3 (-CH, het), 54.9 (C-17), 53.8 (C-14), 49.7 (C-9), 43.5 (C-
20), 41.8 (C-13), 39.5 (C-12), 38.9 (C-4), 38.2 (C-23), 36.9 (C-1), 36.6 (C-10), 34.7 (C-15), 32.0
(C-25), 31.5 (C-7), 31.1 (C-8), 28.0 (C-2), 26.6 (C-24), 21.1 (-OCOCH; C-16), 20.9 (-OCOCH; C-
26), 20.6 (C-11), 19.2 (C-19), 16.7 (C-21), 16.6 (C-27), 13.2 (C-18).

LSIMS (m/z): [M+Na]* 1574 (<19%), 181 (13%), 91 (100%).

HRLSIMS (m/z): calculado para CgsH113N3NaOy [M+Na]™: 1574.8019, observado: 1574.8041.

5.2 Pruebas biologicas
5.2.1 Actividad antioxidante

5.2.1.1 Ensayo de capacidad de captacion de radicales libres (DPPH)

La capacidad de captacion de radicales libres se midié utilizando el método del DPPH siguiendo la

metodologia de Prior et. al.?

en un espectrofotometro Hitachi U-2900 utilizando cubetas de
poliestireno. El procedimiento utilizado fue el siguiente, a una disolucion de DPPH (60 uM) en
MeOH grado HPLC (1.17 mL) se afiadié una disolucién metandlica de la selenourea 13 (30 uL)
usando 6 concentraciones distintas, o bien MeOH puro (30 pL) para el caso de la muestra control.
Las muestras se mantuvieron en oscuridad a t.a. por 30 min y posteriormente se midio la
disminucion de la absorbancia a 515 nm frente al blanco de MeOH. Todas las medidas se realizaron

por triplicado. La concentracion remanente de DPPH se calcul¢ utilizando la expresion:

A
% DPPH remanente = _muestra o 100

control

Donde Anuestra Y Acontrol COrresponden a las absorbancias a 515 nm del radical libre en las

disoluciones de la muestra y la disolucion control respectivamente.



Capitulo V. Desarrollo experimental | 98

Se representa graficamente el DPPH remanente frente a la concentracion de antioxidante en la
cubeta y a partir de la grafica se interpola el valor de ECs, (Effective Concentration), esto es, la
concentracion del antioxidante necesario para reducir la concentracién del DPPH al 50% de su valor
inicial. El experimento se llevo a cabo por triplicado. El valor est4 expresado como el intervalo de
confianza, el cual fue calculado paran =3y P = 0.95 empleando la distribucién t de Student.

5.2.1.2 Ensayo de actividad mimética de la enzima Glutation peroxidasa (GPx)

La actividad mimética del derivado 13 se midi6 siguiendo la metodologia descrita por Iwaoka et.
al.*! basada en la reduccion del H,0, en presencia de ditiotreitol (DTT"™).

El experimento realizado fue el siguiente, DTT™ (22.0 mg, 0.14 mmol) y la selenourea 13 (1.0 mg,
1.4 umol) se disolvieron en CD3;0OD (0.6 mL). La reaccion dio inicio al adicionar H,0O, al 30% (14.3
uL, 0.14 mmol) y el proceso catalitico se monitored por espectroscopia de RMN de *H, siguiendo la
desaparicion de las sefiales asociadas al DTT™ (5 = 2.64 ppm y 3.68 ppm) y la aparicién de las
sefiales del DTT* (8 = 2.88 pm, 3.04 ppm y 3.50 ppm) a diferentes intervalos de tiempo. Un
experimento control (sin el catalizador de selenio) también se llevd a cabo con el objeto de
comparar la velocidad de la reaccion en ausencia de antioxidante. La eficiencia del compuesto 13
como imitador de la GPx se evalud midiendo t;,. El t;/, es el tiempo necesario para la conversion
del 50% del DTT™ inicial al correspondiente disulfuro ciclico (DTT®) y fue calculado mediante la

integracion de las sefiales del DTT™ con respecto al DTT®.

5.2.2 Actividad citotdxica in vitro

La actividad citotdxica de los derivados sintetizados se midi6 en el Centro de Investigacion en
Bioguimica y Biologia Molecular para Nanomedicina (CIBBIM-Nanomedicina) del Hospital

Universitario de Vall d’ Hebron (Barcelona, Espafia), en el grupo del Profesor Schwartz.

Los compuestos (7, 8, 9, 10, 13, 16, 17, 19, 20 y 23) se disolvieron en DMSO y se probaron a
diferentes concentraciones frente a células de cancer cervicouterino HeLa mediante el método de
MTT.® Se realizaron cuatro ensayos, haciendo seis réplicas en cada ensayo de cada punto de
concentracion y compuesto. Los valores de 1Cs, se determinaron después de 72 h de exposicion a
los derivados. Estos valores se refieren a la concentracion necesaria del compuesto prueba para

inhibir el 50% de la funcidn biolégica in vitro.
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A partir de diosgenina (1) se llevo a cabo la funcionalizacion regioselectiva de la posicion 3 del
esqueleto esteroidal. Mediante la metodologia desarrollada por nuestro grupo de investigacion se
llevé a cabo la apertura de los anillos E y F de la sapogenina originando una estructura 22-

oxocolestanica.

Se sintetizaron una serie de novedosos glicoconjugados esteroidales en donde el enlace glicosidico
se sustituyd por un anillo de tipo 1,2,3-triazol 1,4-disustituido. Se formaron también compuestos

con enlaces tioureido y selenoureido.

La introduccién de un atomo de nitrogeno sobre el C-3 de la diosgenina (1) ocurrié de manera
estereoselectiva mediante una reaccion de tipo Sy2. La inversion de la configuracion en este

carbono se comprobo en el derivado 16 mediante un experimento de RMN NOESY-1D.

El nuevo grupo azido introducido en la molécula resultd ser estable bajo las condiciones de apertura
de la cadena lateral de la sapogenina, asi pues se obtuvieron los derivados 3-azido-22-

oxocolestanicos.

La eliminacion de los grupos bencilo del derivado 14 se logré sin afectar el doble enlace en el C-5.
Sin embargo, en el derivado 22 la desproteccién de los grupos hidroxilo condujo a la hidrogenacion
del doble enlace y al derivado de configuracion 5o (23) la cual se corrobor6 mediante un
experimento de RMN NOESY-2D; no asi en el derivado 17 en donde el doble enlace se hidrogend

sin poder conocer la configuracion del nuevo centro quiral formado.

Los productos obtenidos se sometieron a diversas pruebas bioldgicas. La selenourea 13 se probd
como agente antioxidante mostrando una capacidad importante para captar radicales libres
obteniendo un valor de ECso = 31.82 + 9.99 uM; ademas mostro ser un buen imitador de la enzima

glutation peroxidasa al obtener un valor de t, = 4.8 min.

La actividad de los derivados sintetizados como agentes citotoxicos frente a la linea celular
cancerosa HelLa también se evalué midiendo los valores de 1Cs,. La selenourea 13 fue nuevamente
el compuesto que mostré una mayor actividad citotdxica obteniendo un valor de ICs, = 1.92 + 0.6
uM, seguida por las tioureas 7 (2.22 = 0.85 uM), 8 (5.03 £ 2.45 uM) vy los derivados 19 (9.74 *
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0.24 uM) y 20 (7.62 + 1.03 uM), todos ellos resultando ser potentes agentes antiproliferativos frente
a la linea celular ensayada. La tiourea triple 9, el compuesto 10 y el glicoconjugado derivado de
ciclodextrina 17 mostraron valores superiores a 10 uM. Mientras que los glicoconjugados derivados
de glucosa 16 y 23, al igual que la diosgenina (1) utilizada como referencia no mostraron valores

importantes.
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