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Sumari

En el camp dels brassinoesteroides, promotors del creixement vegetal, es pretén, d’una banda,
d’aprofundir en el coneixement de la seva interaccié amb el receptor (on la formacié de ponts d’hidrogen
dels diferents hidroxils sembla jugar un paper fonamental) i, de 1’altra, obtenir analegs amb bona relacio
cost sintétic-activitat. En aquest sentit, es creu interessant abordar 1’estudi dels brassinoesteroides
androstanics.

S’han desenvolupat estratégies sintétiques per a 1’obtencid, de forma sistematica i eficient,
d’analegs androstanics amb diferents cadenes laterals. S’ha estudiat computacionalment la semblanga
tridimensional de tots els analegs proposats amb la de brassinoesteroides actius de referéncia, emprant
alineaments flexibles amb el programa MOE.

Les estratégies desenvolupades per tal d’aconseguir diverses modificacions a I’anell A han permeés
observar com la introducci6 de les funcionalitats 2a,30-diol és més senzilla i eficient que d’altres a priori
interessants com 2o.,3o-difluor o 2,3-dicetona.

S’han desenvolupat estratégies i aproximacions per a la sintesi de 1’analeg androstanic que millor
simularia la cadena lateral de la brassinolida (brassinosteroide natural més actiu conegut fins el moment).
De tota manera, degut a la dificultat sintética de 1’acid carboxilic 3S,4-dimetil-2R-hidroxipentanoic
(cadena lateral) no s’ha aconseguit la sintesi de I’analeg d’interes.

S’han dissenyat, sintetitzat i avaluat una série d’androstans per tal d’estudiar la influeéncia de la part
hidrofobica terminal i de la posicié de les funcionalitats polars de la cadena lateral, aixi com també el
paper que juga el grup protector d’aquestes en I’activitat.

Amb la finalitat de validar la metodologia SHOP aplicada préviament en 1’equip, s’han sintetitzat i
avaluat diversos brassinoesteroides androstanics amb cadenes d’acids carboxilics comercials escollits
emprant aquesta metodologia.

La sintesi i avaluaci6 d’activitat d’analegs androstanics amb diferents funcionalitats en o de
carbonil de la cadena lateral (fluor, carbonil, azida, amina...) aixi com també¢ la dels analegs escollits de
forma sistematica (metodologia SHOP) ha permeés concloure que és necessaria la preséncia d’una
funcionalitat donadora de ponts d’hidrogen en aquesta regid per tal que un brassinoesteroide expressi
activitat com a promotor del creixement vegetal.
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Introduccio

1. ELS ESTEROIDES

Els esteroides son molécules complexes que contenen el sistema ciclic del gona
(ciclopentaperhidrofenantré) i comprenen gran varietat de productes naturals, essent
en molts casos reguladors bioldgics importants. gona
Alguns esteroides de gran importancia son el colesterol, la vitamina D, les hormones sexuals
femenines 1 masculines, els acids biliars, les cardenolides, els corticoesteroides... Actualment, es
coneixen més de 20.000 esteroides, essent, sens dubte, els d’origen animal els més ampliament estudiats.

El colesterol, 1’esterol animal (zooesterol) més important, €és un component estructural
imprescindible de les parets cel-lulars. Tot i que es troba present en totes les parts de I’organisme, €s
majoritari en el teixit del cervell i en la medul-la espinal.

Mentre les hormones sexuals controlen el desenvolupament de les caracteristiques secundaries
masculines i femenines, els corticoesteroides intervenen en la regulacid de nombroses activitats
biologiques com el metabolisme de carbohidrats, proteines i lipids, el balang d’aigua i electrolits i les
reaccions a fenomens al-lérgics i inflamatoris.

Les plantes contenen gran quantitat d’alcohols esteroidals (fitoesterols) essencials en la formacié i
manteniment de les membranes cel-lulars. Alguns dels fitoesterols més representatius son 1’estigmasterol,
present, per exemple, en 1’oli de soja i I’ergosterol, en el ségol, el llevat... La irradiacié de derivats de
I’ergosterol amb Ilum ultraviolada el transforma en nombrosos productes entre els quals es troba la
vitamina D,.

Degut a I’amplia varietat i a la importancia fisiologica dels esteroides, s’ha desenvolupat una
extensa investigacio cientifica, tant des del punt de vista del seu metabolisme com de la seva sintesi
quimica.

S’han obtingut nombrosos derivats esteroidals no naturals amb accions fisiologiques especifiques
per a aplicacions mediques i moltes de les reaccions i generalitzacions de la quimica organica s’han
desenvolupat inicialment sobre els esteroides.

2. LES FITOHORMONES
Les hormones s6n compostos naturals que, un cop segregades per certes cél-lules especialitzades,
son transportades fins a altres organs o teixits, essent necessaries tan sols baixes concentracions per a

generar-hi una resposta.

El desenvolupament d’una planta depén de la interaccié entre factors externs (la llum, nutrients,
aigua, temperatura...) i interns (codi genétic i hormones).

-23-



Introduccio

Les fitohormones, a diferéncia de les hormones animals, actuen en nombrosos processos fisiologics
1 la seva biosintesi no es relaciona directament amb una glandula, sindé que estan presents en gairebé totes
les cél-lules. Poden promoure o inhibir determinats processos. Aixi, per exemple, mentre les auxines, les
giberel'lines, citoquinines i etilé regulen el creixement de les plantes, 1’acid absisic, els inhibidors,
morfactines 1 retardants del creixement, ’inhibeixen.'™

OH
/\/L
COOH HN
N
N WL -
N N NTN H,C=CH, H' coon
H H
Acid abscisic Auxina Citoquinina Etile Giberel.lina
(acid indolacetic) (zeatina) (acid giberelic GA5)
Figura 1

Classicament, les fitohormones es classificaren en els cinc grans grups anteriorment esmentats
(Figura 1), tot i que altres i molt diversos compostos naturals també son considerats fitohormones. Aquests
s’han agrupat com a inhibidors, retardants, poliamines...

Especial atencid mereix la darrera familia de fitohormones descoberta, els brassinoesteroides
(BRs), les caracteristiques i propietats dels quals es descriuran més endavant.

En la segiient taula es mostra I’any de descobriment de cada grup de fitohormones, aixi com alguns
dels exemples més destacats de cada grup:

Fitohormona Any Exemples Fitohormona Any Exemple
Auxines 1920 acid 1ndo‘ll?ut1r1c, Inhibidors 1928 allguns. ﬂav0n0}des, cumarina,
naftalenaceétic hidrazida maleica
Giberel'lines 1935 e‘lcid.giberél'ic Morfactines 1958 diversos fluorens substituits
. .. zeatina, cinetina
Citoquinines 1913 o ’ i *Jci
a benciladenina Retardants 1949 Ear?? n.latst: d?watz del a.({ld
Etile 1901 - osfonic (fosfonat de metil)
Acid absisic 1963 - Acid jasmonic 1990 jasmonat de metil
brassinolida, . putrescina, cadaverina,
BRs 1979 castasterona Poliamines 1971 espermidina
Taula 1

Les fitohormones promouen la sintesi de proteines, faciliten el transport de productes fotosintétics,
regulen el nivell d’aigua de la planta... A nivell macroscopic, sén capaces de promoure o incrementar la
floracid, milloren la qualitat i conservacidé de la fruita, en retarden o acceleren la seva maduracio,
incrementen el creixement de branques laterals, disminueixen la caiguda dels fruits™”... Per totes aquestes
propietats, son emprades com a reguladors del creixement en agricultura.

-4 -



Introduccio

3. ELS BRASSINOESTEROIDES (BRs)
3.1. Distribucid, efecte fisiologic i toxicitat

Els BRs son fitohormones d’estructura esteroidal essencials pel creixement, reproduccid i
desenvolupament normal dels vegetals.* "

Es troben presents en tot tipus de plantes (gimnospermes, monocotiledonies i dicotiledonies), incliis
en algues i cianobacteries i es troben en un ampli marge de concentracions (des de 10 fins a 10”7 nmol
per gram), depenent no solament de 1’espécie i1 del periode de desenvolupament, sind també de la part de
la planta, aillant-se les majors concentracions en les parts amb major activitat reproductora (pol-len,
llavors, flors, petits brots...).” "

Els BRs augmenten la mida i la divisié cel-lular, incrementen el contingut en clorofil-la i juguen un
paper vital en els processos de fotorregulacié'* i control hormonal en les plantes.'” Aquestes hormones
també augmenten la inclinaci6 de les fulles, la germinaci6 de llavors, I’altura de la planta, el gruix de la

. 12,16-1
tya... 1618

Des dels seus inicis, els BRs van ser considerats bons candidats per a ser emprats en

’agricultura'™"” ja que petites quantitats d’ells (entre 5 i 50 mg de BR per hectarea) provoquen una
millora considerable en el creixement i el desenvolupament de les plantes.

En la Figura 2 es poden observar varies plantes de tabac que només
difereixen en la quantitat de BRs presents en cada una d’elles. Baixos
nivells de BRs condueixen a I’enanisme, mentre que, amb nivells normals
d’aquestes hormones, s’obtenen plantes de tabac fins a 1.8 m més altes
(Fotografia de Michael Neff i Joanne Chory)*

Figura 2

Aplicats exogenament, incrementen el rendiment i la qualitat de diversos tipus de cultius, des dels
més ampliament estudiats com els d’arrds, blat, soja, blat de moro... com altres d’alt valor afegit com
bolets o plantes ornamentals.”' >

Els BRs prevenen de la caiguda prematura dels fruits i confereixen a la planta resisténcia a agents

1226 § a factors mediambientals adversos>’>® 29.30

33,34

quimics (pesticides, herbicides...)
3132 egcassetat de nutrients, sequetat,

(salinitat,
...) aixi com resisténcia a infeccions viriques o a

temperatures

extremes,
1

fongs."”

Degut a les semblances estructurals dels BRs amb els ecdiesteroides, també s’ha descrit la possible
activitat d’aquests com a reguladors de la muda dels insectes.”®
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L’any 1998, Khripach et al.’’ empraren amb éxit els BRs per a reduir I’acumulacié de metalls
pesats i elements radioactius en les plantes que creixien en arees contaminades degut a 1’accident de la
central nuclear de Xernobil del 1986.

Es troba ampliament descrit el sinergisme entre aquests reguladors i altres hormones vegetals,
especialment les auxines (acid indolacétic)*®*’ i les giberel'lines ,*' havent-se demostrat la influéncia dels

BRs sobre 1’equilibri hormonal i la concentracié de les altres fitohormones.

Pel que fa referéncia a la hipotética perillositat pel consum huma, tots els test de toxicitat emprats
per avaluar alguns BRs han mostrat una baixa o nul‘la toxicitat d’aquests compostos, aixi com un molt

petit efecte acumulatiu i abséncia d’activitat mutagénica.'”**

3.2. Evolucié historica i estructura

Les primeres referéncies bibliografiques de I’existéncia de BRs daten del 1941,* quan Mitchell i
Whitehead observaren 1’activitat com a promotors del creixement vegetal d’extractes de pol-len de blat de
moro (Zea mays) en ser avaluats en el test d’elongacié de I’internode de la mongeta.

Diversos estudis posteriors conduiren a aquests mateixos autors a proposar el 1970 I’existéncia

. . . . . 44
d’un nou grup d’hormones vegetals capaces d’incrementar rendiment i qualitat en les collites,” a les que
anomenaren brassins. Posteriorment, es publicaren diversos articles sobre 1’aillament d’aquestes noves

hormones en 20 tipus de plantes diferents.***°

Per tal d’aillar-ne els compostos actius, 250 kg de pol-len de colza (Brassica napus L.)* van ser
extrets amb CCly i MeOH, en lots de 25 kg. Grove et al.** en cromatografiaren la fraccié metanolica i
aconseguiren aillar 10 mg d’una substancia cristal'lina que anomenaren brassinolida (1), la qual
caracteritzaren i identificaren mitjangant dades espectroscopiques i raigs X.

Tres anys més tard, la castasterona (2), un precursor biosintétic de la brassinolida (1), va ser aillat®
del castanyer japones (Castanea crenata) i, a partir d’aqui i fins el moment, més de 60 analegs esteroidals
han estat identificats per extraccio de fonts naturals.

astanea crenata

o,

Brassica napus L. C

Figura 3
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Els BRs naturals difereixen principalment en les funcionalitats polars a 1’anell A, el grup a C6 de
I’anell B i el substituent alifatic a C24 de la cadena lateral. Tots ells presenten funcionalitats hidroxiliques
a les posicions C22 i/o C23 sempre amb configuracio R.

Z=0CH, 24-epibrassinolida (3)

OH

0

St OH

Z=0CH, brassinolida (BL, 1) e
Z=CH, castasterona (CS, 2) Z=0CH, 28-homobrassinolida (4)

Esquema 1

El descobriment dels BRs, fa tan sols uns 25 anys, va accelerar els estudis sobre la biorregulacié de
la vida de les plantes. Fins aquell moment, només s havia descrit I’existéncia d’hormones esteroidals en el
mon animal i1 en fongs. Tanmateix, el desenvolupament d’aquestes hormones vegetals ha estat molt rapid,
transcorrent escassament dues décades des del seu descobriment fins a la seva aplicacio en agricultura.

Fins a I’actualitat, autors del Japo (45%), dels EUA (15%), d’Alemanya (10-15%), de Xina (10-
15%), de I’ Antiga Unid Sovietica (10-15%) i d’arreu del mén han publicat més de 1000 articles, uns 250

reviews'?"%" i quatre llibres®'*® relacionats amb les diferents metodologies sintétiques, la seva activitat
fitofisiologica, el seu metabolisme, el mode d’accid, biosintesi, métodes d’analisi i aillament, aplicacions

a I’agricultura, recerca de nous analegs. ..
3.3. Aplicaci6 a camp

Els primers experiments per a la seva aplicacio a camp comengaren a mitjans dels anys 80, al Japo i
’antiga Unid Soviética.”” A partir d’aleshores, s’han publicat nombroses articles i molts dels seus usos
han estat patentats.”'® Aixi, per exemple, I’aplicaci6 d’alguns BRs sobre cultius de mongetes provoca
augments considerables en el pes de les llavors,”* millores en la produccié de mongetes, blat, soia,...*
provoca increments en la produccio6 de colza, tomaquets®. ..

També s’ha descrit la disminucié de la caiguda de fruits en els llimoners, tarongers, presseguers,
pereres, pomers.... gracies a ’aplicacié d’aquestes hormones."’

De tota manera, I’aplicacié a camp de BRs presenta alguns inconvenients importants:

= En primer lloc, la seva impossibilitat d’obtencié per extraccidé del medi natural, degut a les baixes
concentracions en la que es troben.

= En segon lloc, I’elevat cost sintétic de la BL (1), BR natural més actiu conegut fins el moment, degut al
fet que el producte de partida, el campesterol, €s inassequible econdmicament (preu superior a 30 €/mg).
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Per aquest motiu, els diversos experiments d’aplicacidé a camp d’aquestes hormones s’han dut a terme
emprant altres BRs com ara la 24-epibrassinolida (3) i la homobrassinolida (4).

= Finalment pero, €s important destacar la rapidesa en que aquestes hormones anteriorment esmentades,
es metabolitzen quan s’apliquen a les plantes.

Es poden trobar productes comercials que contenen aquestes hormones per a la millora de diferents
tipus de cultius. Aixi, per exemple, la 24-epibrassinolida (3) és el principi actiu de 1’ Epin®, un promotor
del creixement vegetal comercial emprat per a cultius de tomaquets,” patates,” cogombres, pebrots,

cibada,” bolets,”" blat,”*”* maduixes,”* plantes ornamentals...

Altres preparacions comercials, com ara Tianfengsu, riques en 3, han estat emprades per finalitats
semblants sobre cultius d’arrds, blat de moro, coto, tabac, vegetals...De manera similar, s’ha patentat

I’aplicacio de 4 per millorar les collites de tabac, sucre, te, fruites'”"”...

Per tal d’augmentar ’estabilitat dels analegs esteroidals en les
aplicacions a camp, s’ha desenvolupat el BR TS303, emprat comercialment U
com a TNZ303.'%7¢ oon

/—coo“
3.4. Genética molecular i mecanisme fisiologic

La ravenissa taliana (Arabidopsis thaliana) és una herba petita i forca prolifica, considerada
organisme de referéncia i ampliament emprada per a ’estudi de la biologia de les plantes (“el ratoli del
regne vegetal”). El seu rapid creixement (cicle de vida de 6 a 8 setmanes) i el seu genoma (el més senzill
de les plantes que floreixen), completament seqiienciat a mitjans de I’any 2000,” la fan molt atractiva per
a ser emprada per a estudis de genética molecular. Probablement, els resultats obtinguts per I’ Arabidopsis
es podran transferir 1 adaptar a tot tipus d’altres vegetals: agroalimentaris, medicinals... Préviament, pero,
sera necessari caracteritzar cada un dels 25000 gens de I’Arabidopsis thaliana, aixi com estudiar-ne la
seva funcio6 i la de les proteines que codifiquen.

Per tal d’elucidar el mecanisme biosintétic dels BRs, es van aplicar diversos esteroides marcats
isotopicament a les plantes i s’analitzaven els compostos als quals aquests evolucionaven.”** D’altra
banda, també s’estan estudiant més de 20 mutants de diversos gens.'***** Aquests provoquen
interrupcions en la ruta sintética dels BRs, conduint a alteracions dramatiques del desenvolupament
normal (esterilitat, caiguda de flors, enanisme...), podent-se aquest recuperar mitjangant ’aplicacio

externa de BRs, 68895101

De tota manera, molts interrogants resten oberts sobre el mecanisme fisioldgic mitjancant el qual
els BRs alteren el creixement i desenvolupament dels vegetals. Resoldre el com, on, i per qué aquests
compostos actuen podra ser de gran interés per a la comunitat cientifica i també per a I’agricultura. La
National Science Foundation (EUA) destinara més de 25 milions de dolars (sota el Projecte 2010) per
finangar investigacions, especialment en el camp de la genética molecular, que condueixen a determinar
la funcid de tots els gens, i les proteines, de la ravenissa taliana.
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Un dels primers resultats obtinguts en el marc d’aquest projecte, ha estat la identificacié del
receptor dels BRs. Chory et al.'® descrigueren ’any 2000, la uni6 dels BRs amb una proteina de
membrana (una quinasa) amb dominis rics en leucina (LRR), ’anomenaren BRII i actualment, esta
considerat com el receptor dels BRs.'”

Concretament els BRs s’uneixen a un domini extracel.lular de BRI1, una regi6 formada per 25
repeticions riques en leucina (LRR) i 70 aminoacids localitzats entre la 21ena i la 22ena LRR, sent molt
especific per a la unié amb els BRs.'""*'® Els estudis que s’estan realitzant actualment van encaminats a
intentar obtenir 1’estructura tridimensional del receptor, amb el BR ancorat a ell i sense ell.

En la fotografia es mostren dues plantes d’Arabidopsis; una
d’elles sense cap tipus de modificacio genética i 1’altra en
que s’ha inhabilitat la resposta de la planta a les hormones
de creixement vegetal mitjangant una mutacié del gen BRII.
Sense aquesta capacitat de resposta als BRs, la planta no

creix. (Fotografia de Daniel Kim)'*®

Figura 4

Si bé és cert que en els darrers anys s’ha avangat molt en 1’estudi del desenvolupament i creixement
de les plantes, tant des d’un punt de vista genétic, com bioquimic, analitic..., existeixen encara moltes
incognites en el mecanisme d’accid dels BRs. De tota manera, tots aquests estudis recents posen de
manifest la importancia dels BRs i el seu interés creixent en la comunitat cientifica.

Estudiar la interaccié BR-receptor sembla ser imprescindible per aprofundir en el coneixement del
mode d’actuar d’aquestes hormones. Aixi, per tal d’obtenir més informacié sobre [’estructura
tridimensional del receptor (desconeguda fins el moment) sera necessari extreure conclusions a partir de
I’estructura dels propis analegs esteroidals, considerant que tots ells interaccionen amb el mateix receptor
i pels mateixos punts d’unid. Per aquest motiu, es creu interessant abordar la sintesi i avaluacio de
I’activitat de diferents analegs BRs.

3.5. Antecedents en la Seccié d’Esteroides
3.5.1. Sintesi: la unica via d’obtencio de BRs.

La necessitat de disposar de BRs, bé sigui per a emprar-los per a estudis fisiologics o bé per a
aplicar-los en agricultura, aixi com ’extremadament baixa concentracié en la que es troben en el regne

vegetal, condueixen al desenvolupament d’estratégies per a obtenir-los per sintesi quimica.

Els productes de partida per aquestes sintesis son esterols que es poden facilment obtenir a partir de
recursos naturals i que contenen ’esquelet hidrocarbonat esteroidal adequat.

-29.-



Introduccio

Tal i com s’ha comentat anteriorment, diversos analegs d’aquest tipus (2285,235-, 22R,23R-epoxi,
2,3-diacetat...), especialment aquells més assequibles sintéticament i economicament que els BRs
naturals, han estat sintetitzats i patentats com a nous promotors del creixement vegetal .’

Des de I’any 1986, a I’equip s’esta treballant en el desenvolupament d’estratégies sintétiques per
tal, d’una banda, optimitzar la sintesi de diversos BRs naturals i, de ’altra, obtenir nous analegs que
permetin aprofundir en el coneixement de la interaccié BR-receptor.

Pel que fa referéncia a aquest segon objectiu i amb la finalitat d’extreure, de forma indirecta, la
maxima informaci6 possible del receptor, va ser necessari, d’una banda, desenvolupar un model
computacional suficientment robust i convincent que permetés predir 1’activitat dels nous analegs de
forma eficient aixi com establir-ne relacions quantitatives estructura-activitat (QSAR). De I’altra, també
va caldre posar a punt un bioassaig d’avaluacié de I’activitat per aixi poder obtenir dades de forma
homogg¢nia.

3.5.2. Avaluacio de I’activitat dels BRs: els bioassaigs

Per tal d’avaluar D’activitat biologica dels BRs s’han adaptat i modificat diversos bioassaigs ja
existents per a 1’avaluacio d’altres fitohormones. Inicialment, es va emprar el test del segon internode de
la mongeta,'”” (test desenvolupat per a giberel-lines ). S’observa com els BRs promovien I’elongacié, la
divisio cel-lular, el creixement 1 la curvatura de 1’internode.

108§ el test

Posteriorment també s’utilitzaren el bioassaig del primer internode de la mongeta
d’inclinacié de la lamina d’arros (RLIT),'” ambdés desenvolupats per a mesurar el creixement induit per

les auxines i modificats posteriorment per detectar ’activitat BR.

Altres bioassaigs com el test d’inhibicid del pésol,''’ les lavors del rave,''' I’hipocotil del

111

tomaquet ... han estat molt menys emprats degut als complicats protocols, la manca d’estandards o la

baixa sensibilitat.

Degut al fet que cada un d’aquests bioassaig mesura un macroscopic diferent (augment en pes de
les llavors, en llargaria dels internodes, inclinacié de la lamina d’arrds...), s’ha observat una gran
dependéncia entre el bioassig emprat i el valor d’activitat mesurat. Aixi, compostos actius en un tipus de

bioassaig han mostrat activitat marginal en ésser aplicats en altres bioassaigs.''>'"

D’entre tots els bioassaigs desenvolupats, el test d’inclinacio de la lamina d’arrds (RLIT) és el més
ampliament emprat i considerat forca especific per a BRs.''*'"® Mentre el limit de deteccid és de 50 ppb
per a I’acid indolacétic, és possible detectar BL (1) en concentracions de I’ordre de 0.5 ppb.

En la bibliografia, es troben descrites dues metodologies per a la realitzacié del RLIT. Una d’elles

consisteix en treballar amb segments de planta''* i 1’altra, amb plantes senceres d’arros.'"

61,116

A T’equip,
emprant la varietat Bahia, originaria del Delta de I’Ebre. S’ha emprat amb exit per avaluar I’activitat de

s’ha desenvolupat i adaptat el bioassaig de la lamina d’arrds amb planta sencera

més de 200 analegs BRs i ha resultat ser molt eficient en quant a sensibilitat, reproductibilitat i

repetibﬂitat‘él,l 16-124
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3.5.3. Relacions estructura-activitat
3.5.3.1. Relacions estructura-activitat (SAR)

Mitjangant la comparacio de les dades d’activitat de diversos analegs BRs sintetitzats es proposa en
un principi certes relacions qualitatives estructura-activitat (SAR).”"%*'* D’entre les més acceptades en la
comunitat cientifica, es va suggerir que els requeriments estructurals minims per a qué un BR presentés
activitat eren a) el 2a,3a-diol cis veinal de 1’anell A, b) la unid6 A/B trans entre els anells A i B, ¢) la
funcionalitat oxigenada a C6, bé sigui lactona o cetona i d) el 22R,23R-diol de la cadena lateral.

De tota manera, a 1’equip d’Esteroides de I’Institut Quimic de Sarria es va pensar que cada un
d’aquests requeriments no podia ser considerat independentment de la resta de la molécula. Es proposa
que el que realment importava era la disposicio tridimensional de la molécula, no podent-se valorar cada
un dels grups funcionals per separat.

Per tal de validar aquesta hipotesi es decidi sintetitzar 5, analeg que no compleix els requeriments
estructurals previstos (funcionalitats 2[3,33-diol i unid A/B cis) pero que si disposa d’una bona disposicio
tridimensional. En la Figura 5 es pot observar una bona superposicié entre 5 i la homobrassinolida (4),
especialment pel que fa referéncia a les regions polars:

OH

OH

Figura 5

L’clevada activitat mostrada per 5 en el RLIT**'*" demostra la importancia de la disposicid
tridimensional dels analegs BRs, fent necessari el desenvolupament d’un model QSAR per tal d’intentar
establir correlacions entre 1’estructura d’una molécula i la seva activitat com a promotor del creixement
vegetal.

3.5.3.2. Relacions quantitatives estructura-activitat (OSAR)

Tot i que I’analisi de les relacions estructura-activitat (SAR) s’inicia probablement fa més de 100

anys, el concepte de correlacionar quantitativament activitats i estructures (QSAR) s’atribueix a Hansch i

col.laboradors i data de finals dels 60.'*%'%°

En els darrers anys, s’han desenvolupat multitud d’estudis QSAR, especialment en el camp del

disseny de farmacs, per tal d’aprofundir en el coneixement de la interaccid entre una molécula

g . . . ., .. . \ . 131-135
biologicament activa i el seu receptor i aixi, poder predir i escollir noves molécules actives.
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A I’equip, partint de les dades d’activitat (avaluades totes elles en el RLIT) d’uns 20 analegs BRs,
s’ha desenvolupat un model QSAR amb descriptors GRID,"*®

I’activitat dels diversos analegs, obtenir més informacié sobre 1’esmentada interaccid BR-receptor i
61,137

suficientment robust com per predir
dissenyar nous compostos interessants, aconseguint-se d’aquesta manera, reduir significativament
I’esforg sintétic.

Aixi, mitjangant técniques de modelitzacié molecular, es va poder establir una bona correlacié entre
Iactivitat d’un compost i les carregues electrostatiques d’aquest.'** Emprant la metodologia GRID es va
trobar que la formacié de ponts d’hidrogen juga un paper important en la interaccié entre el BR i la

proteina rece:ptoral..61’137’13 8

Aquesta teécnica consisteix en situar la molécula d’estudi, optimitzada préviament per modelitzacio,
en I’interior d’una malla tridimensonal i calcular I’energia d’interacci6 entre la sonda i el BRs per cada un
dels punts de la malla, recorrent aixi I’espai tridimensional. Els mapes obtinguts indiquen les regions de
I’espai que presenten una alta probabilitat d’interaccid. En 1’equip, els mapes de GRID que més s’han
estudiat i que millors resultats han proporcionat han estat aquells obtinguts quan s’ha emprat com a sonda
la molécula d’H,0, que ¢és tant donadora com acceptora de pont d’hidrogen. Donada la bona correlacio
observada entre la facilitat de formar ponts d’hidrogen i I’activitat dels BRs, es suggeri que aquest tipus
d’interaccio era una de les possibles entre BR i receptor.

3.5.4. Resultats obtinguts fins el moment
Considerant que, tal i com s’ha comentat anteriorment, no es coneix 1’estructura tridimensional del

receptor, ha estat i és necessari obtenir informacié sobre aquest a partir de la comparacié de 1’estructura i
les dades d’activitat dels diferents analegs avaluats:

Esquema 2

1°! va permetre ’any

Un estudi comparatiu entre la BL (1), uns 20 analegs i I’antagonista KM-0
1998 suggerir que les zones d’interaccid essencials per tal que un BR expressi activitat son: la zona
corresponent als hidroxils en C; i Cy; i la part alta del carbonil lactonic de 1’anell B (arees senyalades en
vermell). D’altra banda, les zones corresponents als hidroxils en C, i Cy, i la part baixa del carbonil (arees

senyalades en blau) semblen no ser tan importants per desencadenar activitat.
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Figura 6

A T’equip, s’han sintetitzat analegs BRs amb modificacions en els 4 hidroxils de la BL, tant
eliminant-los selectivament, com canviant la seva configuracio o substituint-los per altres funcionalitats.
També s’han realitzat modificacions en la lactona de I’anell B, substituint-la per un grup cetonic, un
hemiacetal, un grup o o B-hidroxil i un éter ciclic. S’ha modificat la fusio dels anells A i B de trans a cis i
s’ha substituit el S-metil en C,4 de la BL, per un R-metil (cadena d’ergosta), un S-etil (cadena

d’estigmasta) i per un hidrogen (cadena de colesta).''®!"-14¢

Recentment, s’ha canviat cada una de les funcionalitats hidroxiliques de la 28-homobrassinolida (4)
per grups acceptors (cetona, azida, fluor...) o donador de pont d’hidrogen (amina). A través de
I’avaluaciéo de les dades d’activitat d’aquests analegs, s’evidencia com els hidroxils de 1’anell A
(2a,30—diol) actuen com acceptors de pont d’hidrogen, mentre que es suggereix com els de la cadena
lateral (22R,23R-diol), ho farien com a donador en la interaccié BR-receptor.'' "'’

De tota manera, la dificultat que suposa la construccié de la cadena lateral, amb 2 centres quirals
consecutius (obtinguts mitjancant glicolitzacié quiral), encareix enormement la sintesi d’aquests analegs.

En la recerca de nous analegs BRs actius amb millor relacié cost sintétic/activitat, s’han
desenvolupat els analegs BRs androstanics.

)

3.6. Els analegs androstanics d’interés )J\
07 "R
3.6.1. Avantatges i inconvenients dels androstans
HO,
Els analegs andostanics es caracteritzen per tenir una funcionalitat
ester a la cadena lateral, que es pot facilment obtenir a través d’una po X
X = CH,, OCH,

esterificacio entre 1’esquelet esteroidal, degudament funcionalitzat, i un
acid carboxilic (cadena lateral). Esquelet androstanic

Aquesta modificacido comporta a) la desaparicié de la regié hidrofobica en el carboni 21, b) Ila
substitucio de C20 per un oxigen, c) el canvi en la geometria de C22, de tetraédrica (sp’) a planar (sp’) i
d) la substitucié d’un grup hidroxilic (22-OH) per un cetonic.
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Tanmateix, la sintesi d’androstans presenta avantatges respecte a la d’altres analegs BRs:

= Aquests analegs permetran aprofundir en I’estudi de la importancia de la part hidrofobica de la cadena
lateral, aixi com també de la forma d’actuar del 22R,23R-diol. Sembla relativament senzill introduir
canvis en aquesta regio, regio dificilment modificable en els altres tipus d’analegs BRs.

= La cadena lateral dels analegs androstanics té, com a molt, 2 centres quirals. D’aquesta manera es
redueix a la meitat el nombre de centres quirals presents a la cadena, amb la qual cosa, el cost de sintesi
disminueix considerablement.

= La ruta sintética dels analegs androstanics és convergent, amb les avantatges que aixo comporta des del
punt de vista de rendiment global i cost sintétic.

= En la sintesi de derivats androstanics, s’evita la glicolitzacid quiral de la cadena lateral. Aquest fet
contribueix enormement en la disminuci6 del cost sintétic ja que s’evita 1’Gs de 1ligant quiral (necessari
per a obtenir una bona estereoselectivitat), reactiu limitant en quant a cost econdmic.
3.6.2. Antecedents en la sintesi de BRs androstanics

Fins el moment, només tres grups cientifics han estudiat i aprofundit en la sintesi i avaluacié de
I’activitat de BRs androstanics: el Departament d’Esteroides de 1’Academia de Ciencies de Praga, la
Seccié d’Esteroides de I’Institut Quimic de Sarria i, molt més recentment, la Seccié de Ciéncies
Aplicades de I’Escola Superior d’ Agricultura de la Universitat de Kyoto.

3.6.2.1. Departament d’Esteroides de |’Académia de Ciéncies de Praga.

El grup d’Esteroides de 1’Académia de Ciéncies de Praga, dirigit per L. Kohout, va ser el pioner en
la sintesi d’androstans amb activitat BR, datant-se els primers estudis de finals dels anys 80."**

En general, totes les investigacions anaren encaminades a la sintesi d’androstans amb cadenes

d’acids alifatics comercials (per exemple, 6—10):149'153
OR 0 /8\)\ (0] J(i\ 0 0
~N
(')Jj\{\ 9 (')JJ\/\ 9 C, Has I;Iu\© 9)]\
o St St St St St St
HOM' 0 6 7 8 9 10 1
o

Taula 2

Si bé, tots aquests analegs van mostrat activitat marginal en ser avaluats en el RLIT, s’observa certa
activitat d’alguns d’ells en ésser aplicats en el bioassaig del segon internode de la mongeta. Aquest és un
exemple clar de la dependéncia del valor d’activitat del bioassaig emprat.
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Amb la finalitat d’obtenir analegs androstanics actius, es va establir una estreta col-laboraci6 entre
aquest departament de 1’ Académia de Ciéncies de Praga i la Seccié d’Esteroides de I’IQS, col-laboracio
que es mant¢ fins a ’actualitat i que ha aportat i esta aportant excel-lents resultats.

3.6.2.2. Col-laboracio Academia de Ciencies de Praga i IQS

Una de les primeres idees que es va suggerir en el transcurs de 1’esmentada col-laboracié consistia
en atribuir la manca d’activitat dels analegs 6-11 a la abséncia de funcionalitat en o de carbonil de la
cadena lateral (la que correspondria a 1’hidroxil en Cy; de la BL), una de les que es creu indispensable per
expressar activitat.

Aquesta idea es va veure recolzada per la superposicié entre les zones
de major probabilitat de formacié de pont d’hidrogen de la BL (en vermell) i
les de I’analeg 7 (en groc). Es podia observar clarament la falta d’una regié
polar en o de carbonil de 7.

Figura 7

Es proposa introduir una funcionalitat polar en o de carbonil, bé sigui un grup amina (com per
exemple I’analeg 12) o un grup hidroxil (analeg 13). En els dos mapes de GRID segiients es pot observar
com la superposicié amb la BL millorava considerablement.

HO,,

HO,,

HO'

12 ° 13 o

Figura 8 Figura 9

Es considera interessant, per tant, obtenir analegs androstanics amb diferents cadenes alifatiques
laterals perd que continguessin una funcionalitat amina o hidroxil en a de carbonil.

Fins a I’actualitat, s’han obtingut i avaluat en el RLIT els segiients amino i hidroxiderivats

androstanics, I’activitat dels quals, expressada com a -log[dosiss-(11g)], es mostra entre paréntesi:' '3
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‘S 0 0 0
OJJ\A/\|/ O/U\‘)\ OJJ\‘)\
HO.. & NH, & OH & OAc
Ho 0 12 () 13 (0.14) 14 (0.16)
(6]
OR o o 10) 0 (0] 0
o O)J\‘/\ (')J‘H C'))J\‘/ QJ'H/\ (')J‘j\‘/\|/ Q)H/\©
" ' N st HN st HN st HN, st HN st HN
Ho™ St 2 COO'But COO'But COO'But COOBut COO'But
0 15(0) 16 () 170 18 (0.81) 19 (1.03) 20 (0.28)

Taula 3

En la série corresponent als derivats cetonics (segona fila) es pot observar com, a mesura que
augmenta la llargaria de la part hidrofobica de la cadena lateral, 1’activitat dels analegs obtinguts també és
major (compostos 15-20).

De tota manera, s’observa també com 1’activitat decreix considerablement quan es continua
incrementant la regid apolar en la part terminal de la cadena lateral (anell aromatic en el cas de I’analeg
20). Aquest descens en D’activitat sembla ser degut a que 20 supera el volum d’exclusié molecular,
indicant, doncs, que els analegs androstanics mostraran major activitat quan més semblants siguin les
seves cadenes laterals a la de la BL.

3.6.2.3. La Seccio de Ciencies Aplicades de I’Escola Superior d’Agricultura de Kyoto
L’any 2004 Uesusuki et al.'> sintetitzaren analegs androstanics amb diferents cadenes laterals. A

continuacié es mostren alguns dels compostos obtinguts per aquest grup, aixi com la activitat que
obtingueren, juntament amb la de la BL (1):

Y /ﬁ\/k/ I I I M
’I
| ’)\(H/ I O)g(k/ O)H)\ O)H/H/ )
OH v z v v v v
S

HO,, St St OH St OH St OH St OH t
HO"' 0 1 21 22 13 23 24
(6]
-log[dosispe,(1g)] 7.92 3.64 4.84 3.96 4.43 residual
-log[dosisoe;(ug)] 1.00 0.46 0.61 0.50 0.56 residual
(normalitzat)
Taula 4

El grup de Uesusuki ef al.'”® ha expressat les activitats com a -log[dosises,(11g)], que correspon al
valor d’activitat igual al 50% del maxim d’activitat del BR. A 1’equip, en canvi, I’activitat s’expressa com
a —log[dosiss(Lg)], pero es va observar que els dos valors d’activitat son molt semblants ja que el maxim
d’activitat per molts BRs correspon a una inclinacié d’aproximadament 90° en el RLIT.®"''®
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A la taula anterior, també s’inclouen valors d’activitat normalitzats prenent la BL (1) com a
referéncia. Cal considerar que en els bioassaigs duts a terme pel grup de Uesusuki et al.'>, a diferéncia
dels bioassaigs fets a 1’equip, els analegs es coapliquen amb 1’auxina acid indol-3-acétic (IAA), mostrant
un efecte sinergetic que s’observa en el RLIT. Aquest fet incrementa notablement les dades d’activitat i
impossibilita comparar directament aquestes amb les dades d’activitat de la Seccid d’Esteroides de I’1QS.

Tal i com s’ha comentat anteriorment, I’analeg androstanic 13 també va ser sintetitzat i avaluat en
’equip.'™® Si bé és cert que la puresa amb la que es va obtenir era del 90%, el seu valor d’activitat
expressat com a -log[dosisse(pLg)] i normalitzat respecte de la BL només va ser de 0.04.

A partir dels resultats obtinguts per aquest grup, se’n pot desprendre que:

= Alguns androstans també tenen una elevada activitat brassinoesteroidal, de I’ordre de molts BRs
naturals,’ com és el cas de la 24-epibrassinolida (—log[dosisps(ng)]* =0.47)°""¢ i la 28-
homocastasterona (—log[(dosis,(ng)]*= 0.52).5"-1

= El carbonil de I’éster i I’hidroxil de a de la cadena en els analegs androstanics mimetitzen bé els
hidroxil de Cy, 1 Cy3 de la brassinolida.

= Comparant les activitats de 21 i 22, s’observa que els analegs androstanics que tenen configuracio S a la
cadena lateral son més de 10 vegades menys actius que els isomers R.

= Comparant les activitats de 22 i 24, es confirma que 1’hidroxil de C,; és molt important de cara a
desencadenar activitat BR.

L’elevada activitat d’alguns analegs androstanics confirma que les hipotesis realitzades sobre la
similitud dels brassinoesteroides i els analegs androstanics és valida. D’aquesta manera, s’obre la porta a
tota una nova familia d’analegs BRs actius i més economics que els BRs. A més, la versatilitat d’obtencio
d’analegs amb diferents cadenes laterals permetra estudiar la influéncia en 1’activitat de modificacions en
aquesta regi6 de I’esquelet esteroidal.

3.6.3. Noves propostes sintetiques

Tenint en compte tots els resultats sobre analegs androstanics obtinguts fins el moment, es va creure
interessant aprofundir en la sintesi i avaluacio d’activitat d’altres analegs d’aquest tipus, amb la finalitat
d’obtenir BRs amb més bona relacid cost sintétic-activitat i disposar de més dades per ampliar la
informacié de que es disposa sobre la interaccid6 BR-receptor.

3.6.3.1. La “brassinolida androstanica”
Amb la idea d’establir inequivocament el potencial dels androstans com a promotors del creixement

vegetal, es proposa abordar la sintesi de 23, I’analeg androstanic que millor mimetitzaria la BL (1), el BR
natural més actiu conegut fins el moment.
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(6]
OH

HO,, HO,
HO\ ) HO\ N fo)
o o)
BL (1) “BL ANDROSTANICA” (23) Esquema 3

Si bé es preveu que la sintesi de la cadena lateral de 23 sera complicada, degut principalment als
dos centres quirals consecutius (2’R-hidroxil i 3’S-metil), es creu que 1’esforg sintétic compensaria el fet
d’obtenir un analeg androstanic for¢a actiu. En cas de disposar de 23, es podria avaluar en el RLIT i
valorar la participacio en I’activitat de la funcionalitat éster a C17, per comparacio amb 1.

3.6.3.2. Modificacions a [’anell A

Tot i que fins el moment, la majoria d’analegs androstanics obtinguts contenen funcionalitats
hidroxiliques a C2 i/o C3, es creu interessant estudiar la influéncia en 1’activitat d’altres grups funcionals
com azides, carbonils, fluors... Aquestes modificacions podrien, d’una banda, afavorir la formacié de
ponts d’hidrogen amb el receptor i, de 1’altra, retardar els processos de degradacié que pateixen els

analegs naturals. Ambdés casos es traduirien en un augment en 1’activitat dels analegs obtinguts.'"’

A més, la introduccié del 2a,30—diol ha estat, des de sempre, una de les etapes claus i més
problematiques en la sintesi dels diferents BRs androstanics. El reactiu més eficient i més emprat per a
dur a terme aquesta glicolitzacio €s el OsO,4 De tota manera, 1’elevat cost economic i toxicitat, aixi com
les tedioses separacions del seu corresponent diastereomer 2f3,3—diol, que es forma en aquest tipus de
compostos en una proporcid considerable, suggereixen la necessitat d’estudiar la introduccié d’altres
funcionalitats a I’anell A.

Aixi doncs, aprofitant els resultats recentment obtinguts en I’equip,'’” en els quals s’evidenciava el
fet que els hidroxils en C2 i C3 actuen com a acceptors de pont d’hidrogen en la interaccié6 BR-receptor,
es pretén estudiar la sintesi de compostos androstanics 2,3-dicetonics o 2a,3a-difluorats.

3.6.3.3. Analegs amb diferents funcionalitats en « de [’ester

Tal i com s’ha comentat anteriorment, una de les principals avantatges dels androstans ¢és la
versatilitat i facilitat de sintesi d’analegs amb modificacions a la cadena lateral, fet que els fa adients per
estudiar la forma d’interaccionar de 1’hidroxil en C23 de la BL (el que correspondria a la posicio en o de
I’¢ster androstanic) amb el receptor.

En treballs anteriors duts a terme a I’equip,''” es va suggerir que 0
tant 1’hidroxil en C,, com el de Cy; de la BL actuaven com a donadors O)W
de pont d’hidrogen en la interaccié BR-receptor. De tota manera, el fet X
que aquesta hipotesi estigui basada en I’avaluacié de Dactivitat d’'un  yo,
reduit nombre d’analegs estigmastanics, fa necessaria 1’obtencio ‘ X=N; F,
d’altres derivats BRs que permetin corroborar I’esmentada hipotesi. HO' NHR, =O...
0
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Per tan, caldra obtenir, mesurar i comparar [’activitat de diversos derivats amb diferents
funcionalitats en o de carbonil, funcionalitats que només puguin actuar com acceptores de pont
d’hidrogen (cetona, fluor, azida) i d’altres que també en puguin ser donadores (amines substituides)

També es pretén comparar 1’activitat d’analegs 2°R i 2’S substituits per tal de confirmar que en els
androstans, de la mateixa manera que per la resta de BRs, la configuracio R en les funcionalitats polars de
la cadena lateral és millor que la S.

Tenint en compte que, a ’equip, 19 és I’androsta que major activitat ha mostrat fins el moment,
s’emprara la cadena de leucina per obtenir els acids a-funcionalitzats que s’anclaran posteriorment a
I’esquelet esteroidal.

3.6.3.4. Analegs escollits per metodes computacionals

De tota manera, la utilitat més interessant dels androstans és, sens dubte, el fet de poder obtenir
analegs amb millors relacions cost sintétic-activitat.

Per tal d’intentar optimitzar aquesta relacid, es proposa ancorar a 1’esquelet esteroidal cadenes
d’acids carboxilics comercials. Aixi, a I’equip es realitza un estudi computacional, mitjancant técniques
de modelitzacié molecular,'*”'®

cadenes idonies per a ésser ancorades.

amb la finalitat de seleccionar, entre gairebé 7500 acids comercials, les

A partir dels resultats obtinguts en aquest estudi, es pretenen sintetitzar analegs androstanics amb
les cadenes d’acids carboxilics comercials que millors resultats varen donar en l’esmentat estudi
computacional.
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Objectius

Mitjangant la sintesi de nous BRs androstanics es pretén:
Constatar 1’0s potencial dels androstans com a promotors del creixement vegetal.
Aprofundir en el coneixement del receptor dels BRs, concretament en la forma d’interaccionar dels
diferents hidroxils dels BRs, en la importancia de la part apolar terminal de la cadena lateral i en la
influéncia de la posicioé de la funcionalitat polar en aquesta regid en la interaccid6 BR-receptor.
Obtenir analegs amb bona relacid cost sintétic-activitat, bé sigui estudiant la introduccié de diferents
difuncionalitats a I’anell A, sintetitzant analegs amb cadena hidrocarbonada derivada de I’acid 4’-

metipentanoic 2’ funcionalitzat com també emprant cadenes laterals d’acids carboxilics comercials.

Validar la metodologia computacional emprada per al disseny de nous analegs androstanics actius.
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Discussio de resultats

1. ESTRATEGIA SINTETICA GENERAL

Tal i com s’ha comentat préviament, 1’objectiu general consisteix en sintetitzar derivats BRs
androstanics. Amb aquesta finalitat es poden plantejar dues estratégies sintétiques partint de 1’hidroxienona
25.

La primera estratégia consisteix en esterificar la cadena lateral en primer lloc per funcionalitzar
I’anell A posteriorment (via A). La segona es basaria en deixar com a ultim pas sintétic I’ancoratge de la
cadena lateral d’interés amb 1’esquelet 26, préviament funcionalitzat (via B):

o O
R

XIP]
HO,,
Glicolitzacid
HO''
Ancoratge
o (0]
OH

.y, (6]
Desproteccid ®
(¢}
)k( R
HO
X[p]

X

Ho“'

HO,,
hcohtzacm 0 0o

/;%proteccions
X[P]
PO,
Protecgj Ancorgt " <:ﬁ5j:§

L’estrategia A permet 1’obtencid de diversos analegs amb una mateixa cadena lateral i modificacions
a I’esquelet esteroidal (diversitat a 1’anell A i B). Un cop acoblada la cadena, es poden introduir diferents
funcionalitats tant en I’anell A (Az, 2a,3a- 0 23,3B-diol) com a I’anell B (cetona, lactona). A més, s’eviten

Modificacio
en 20,30

Esquema 4

els dos passos sintétics corresponents a la proteccio i desproteccié del diol de 1’anell A. Es per aixo que,
fins ara, a ’equip s’ha emprat aquesta estratégia per a la sintesi de tots els analegs androstanics obtinguts
fins el moment.

De tota manera, la sintesi d’aquests compostos va generar molts problemes en la separacio dels
diferents isomers formats en la glicolitzacid de I’anell A, no podent-se obtenir, en alguns casos, pureses
superiors al 90%.'""'*° A ra¢ d’aquesta dificultat en la separacié dels productes finals, s’ha optat per
canviar ’estratégia sintética, proposant-se 1’us de la via B per a assolir els objectius plantejats en aquesta
tesi.

L’estratégia B permet obtenir analegs androstanics amb diferents cadenes laterals pero tots ells amb
la mateixa funcionalitat 2a,30-diol a 1’anell A (diversitat a la cadena lateral). Aquesta segona estratégia
presenta com a principal avantatge que només cal posar a punt una vegada la metodologia de separacio
d’isomers del diol de I’anell A.
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Un cop fixades les condicions Optimes per a ’obtencido de 26 amb una elevada puresa, es podra
realitzar el procediment de manera sistematica i no caldra modificar-lo en funcié de la cadena lateral que hi
hagi acoblada. Restara només treballar en la funcionalitzacié de les cadenes laterals i en les reaccions
d’esterificacid de les cadenes laterals per obtenir nous analegs BRs androstanics.

Aquesta estratégia és també extensible al compostos que s’obtinguin amb modificacions a C2 i C3,
un dels altres objectius d’aquesta tesi.

Cal destacar que s’iniciara I’estudi amb la sintesi d’analegs amb funcionalitat cetonica a I’anell B. Un
cop avaluats en el RLIT, s’abordara la lactonitzacié de I’anell B d’aquells BR androstanics que mostrin una
activitat interessant en I’esmentat bioassaig.

2. OBTENCIO DEL PRODUCTE DE PARTIDA 25

25 es va obtenir a I’equip després de 7 etapes sintétiques, partint del compost comercial 27 i amb un
rendiment global del 54%."'"'*°

La sintesi s’inicia amb la reduccio de la funcionalitat 17-cetona a 17B—hidroxil (28), seguit de la seva
corresponent proteccid en forma de tetrahidropiraniléter (29). A continuacid, es saponifica el 33—acetat i
I’hidroxil 1liure 30 s’activa en forma de messilat (31), el qual per solvolisi en acetona aquosa i KHCO;
rendeix el ciclopropilalcohol 32. Posteriorment, 1’oxidacié6 de Jones condueix a la formacié de la
ciclopropilcetona 33 la qual, per tractament amb HBr/Py, rendeix el producte d’interes 25:

OTHP OTHP
NaBH, _DHP_
_NaBiy KCQy MsCl
AcO MR AcO PPTS AcO MeOH/H,0 HO Et;N/tolu¢
27 30
OTHP OTHP OTHP OH
KHCO;3 CrO3 HBr. Py
—_—
MsO MeCOMe oME
31 32 oH 25
Esquema 5

Tanmateix, en els Gltims anys, la sintesi del producte de partida 25 s’esta realitzant en col-laboracio
amb 1’Académia de les Ciéncies de Praga, motiu pel qual no s’inclou en aquesta tesi. Aquest grup
aconsegui adaptar la sintesi per a la produccié de 25 a escala de kg. En esséncia, 1’estratégia sintética és
practicament la mateixa, només modificant alguns grups protectors: -OBz enlloc de —-OTHP a C17 (ja que
els reactius emprats son més economics) i TsO- enlloc de MsO- a C3 (ja que els tosilderivats solen ser més
estables que els corresponents mesilderivats). També modificaren algunes condicions de reaccié (HCI
enlloc de K,CO; per a desprotegir el 3B-acetat i Lil o LiCO; enlloc de HBr.Py en la ultima etapa de
I’estrategia).
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3. FUNCIONALITZACIO DE L’ESQUELET ANDROSTANIC
3.1. Introduccio

Considerant els valors d’activitat de diversos analegs estigmastanics, colestanics, androstanics...

61,116,117,137,147

obtinguts fins el moment, es pot observar com la funcionalitat 2a,30-diol és la més freqiient

entre els analegs actius. A més, aquest diol es troba present en la majoria de BRs naturals.

De tota manera, es creu interessant la introduccié d’altres funcionalitats diferents al diol a I’anell A
per tal d’aprofundir en el coneixement de la interaccid6 BR-receptor. A més, la sintesi de la funcionalitat
2a,3a-diol presenta dos inconvenients: d’una banda, 1’us de tetroxid d’osmi, d’elevat cost economic i alta
toxicitat i, de I’altra, la ja esmentada dificultat de separaci6 dels corresponents diastereomers 23,3 3-diols.
En treballs anteriors duts a terme a ’equip,''’ s’observa una elevada activitat dels derivats amb
substituents fluor (34, 35 i 36), cetona (37 i 38), azida (39 i 40) a C, i Cs, en contrast amb les activitat
marginals mostrades pels corresponents aminoanalegs 41-43. Aquests resultats van permetre concloure que
els hidroxils presents en 1’anell A actuaven com a acceptors de pont d’hidrogen en la interaccio BR-
receptor. En la segiient taula es mostren les activitats dels analegs anteriorment esmentats, aixi com també,
a titol comparatiu, la dels analegs referibles amb un sol hidroxil (44 i 45) o dos hidroxils (4 i1 46) a I’anell A.

[aHO [w !wdf;\% !w lm Cﬁ:\g

44 (1.91) 45 (1.47) 34 (2.23) 35(3.22) 37 (>2) 39 (0.65) 40 (1.76)
HO ’LL\ W, ’LL\ » F (ﬁ;ﬂb Ojv\)li;’\—\; HN : l i’\—\’\/
I HO ] o ) I H,N ] o I I I
46 (2.80) 4(3.32) 41(-) 42 (-) 36 (1.47) 38(1.53) 43 (-)
Taula 5

Els més que satisfactoris valors d’activitat obtinguts en derivats amb una sola funcionalitat a I’anell
A, on un dels dos 2a,3a-hidroxils era substituit per funcionalitats fluor o cetona, van fer pensar que la
sintesi de 2a,3a-difluor i 2,3-dicetona podria ser una bona alternativa als 2a,3a-diol analegs.
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3.2. Estudi computacional dels analegs amb modificacions a ’anell A

Abans de procedir a la sintesi dels esmentats analegs es decideix estudiar com aquestes modificacions
afecten I’estructura tridimensional de la molécula, fet que podria dificultar la interaccié amb el receptor i
decidir, per tant, si la seva sintesi es creu convenient o no. Es proposa valorar la similitud (mitjangant
alineaments flexibles) entre cada un dels nous analegs i la conformacié activa d’un BR de referéncia
d’elevada activitat.

3.2.1. La conformacio activa

Tots els models QSAR estan basats en la hipotesi que molecules similars mostren propietats
semblants. Per tant, sera interessant escollir un lead (cap de série), BR de referéncia d’elevada activitat, i
comparar I’estructura dels futurs nous analegs amb la d’aquest, per aixi intentar predir qualitativament
futurs valors d’activitat.

Si bé és cert que tots els compostos tenen un cert grau de flexibilitat, només una de les conformacions
(la conformacié activa) o grup restringit de conformacions sera capa¢ d’unir-se amb el receptor i
desencadenar activitat.

Per tal de determinar aquesta conformacio6 activa, Marshall ez al."” proposaren comparar les diferents
conformacions de les molécules bioactives i, a partir de les caracteristiques comuns en totes elles,
identificar-ne 1’activa per a cada una d’elles. Segons les propietats fisico-quimiques emprades en la
comparaci6 (distancia entre grups funcionals, superposicio de volums...) i depenent de la manera com es

generen els conformers, es poden obtenir conformacions actives considerablement diferents.®-2¢-137-160

A D’equip s’ha escollit la conformacié de 2 (Figura 10) que millor superposicido ha mostrat amb la BL
(1)."° Es aquesta conformaci6 la que es prendra com a referéncia per a comparar-hi tots els diferents

analegs d’inter¢s.
OH

OH

HO,,

HO

Figura 10
3.2.2. L alineament flexible

Una de les maneres d’esbrinar els requeriments estructurals per desencadenar activitat és realitzar
I’alineament de la molécula (model) que se sap que té activitat amb la molécula d’estudi.'®'® Les
metodologies basades en 1’alineament tridimensional per trobar els lligands biologicament actius parteixen
de la condici6 que, quan dos lligands tenen semblant activitat i s’uneixen al receptor de manera similar, s’ha
de produir un bon alineament i, per tant, es pot obtenir informacioé sobre I’estructura del centre actiu del
receptor.
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Per tal de quantificar la semblanga entre la conformacié activa de 2 (Figura 10) i les diverses
conformacions dels futurs nous analegs, es realitzaran alineaments flexibles emprant el programa MOE'**
amb el Force Field MMFF94.'®

Una de les maneres de realitzar I’alineament flexible és fixant el model (2) i permetre flexibilitat a
I’analeg, d’aquesta manera s’aconsegueix obtenir un conformer que presenti a priori propietats similars al
model emprat. La metodologia utilitzada consisteix en generar conformacions del nou analeg (mitjancant la
rotacid a I’atzar dels diferents enllagos) i mesurar la similitud de cada una d’elles amb la conformacio activa
de 2, préviament fixada.

En general, s’obtindra millor alineament quan a) menor sigui ’energia mitjana de la tensi6 de les
molécules, b) més semblants siguin el seu volum i la distribuci6 espaial i ¢) major solapament s’obtingui en
els grups aromatics (en cas que hi siguin presents) i en les funcionalitats donadores i acceptores de pont
d’hidrogen d’ambdues molécules.

Un cop el calcul ha finalitzat, el programa MOE genera una base de dades on es mostra:

=  mol: les distribucions espaials dels millors alineaments.

= U: I’energia mitjana de la tensid de les molécules en kcal/mol. Es calcula realitzant la suma de
I’energia potencial individual dividit pel nombre de molécules.

= S: el resultat de la distribucid espaial de I’alineament que té en compte U i els parametres de
tensio, volum, distribucid, preséncia de grups aromatics i funcionalitats donadores o acceptores
de pont d’hidrogen. Valors baixos indiquen millor solapament.

#f Database Yiewer : d:/softimoe/bin-i4w9/comp definitiu/crisrohicrisroh(2).mdb

File Ertry Field Compute Display Window Hel cancel

Edit: U, 1) | 15. 20209

15,2031 Z03.BE4E

2 o 15_3008 Z10_2340

— r

Figura 11
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3.2.3. Superposicions amb la castasterona (2)

En la Figura 12 1 Figura 13 es poden observar, respectivament, les superposicions entre la
castasterona (2, en blanc) i els corresponents analegs colestanics que només difereixen d’ella per tenir
funcionalitats dicetona (47) o 2a,3a—difluor (48) a I’anell A enlloc del 2a,3a—diol (en marrd). Es pot veure
com aquestes modificacions només introdueixen lleugers canvis conformacionals, restant forca inalterada la
resta de la molécula. Es considera interessant, per tant, obtenir analegs androstanics amb funcionalitats 2,3-
dicetona i 2o,3a—difluor.

Figura 12

Figura 13

3.3. Sintesi d’esquelets amb funcionalitat dicetona a ’anell A.

Tot 1 que 1’obtencié de dicetones veinals es preveu complicada (veure apartats 3.3.1. 1 3.3.2.), el fet
que analegs amb una sola funcionalitat cetonica a I’anell A (37 i 38), hagin mostrat elevada activitat en el
RLIT, fa interessant intentar sintetitzar analegs androstanics 2a,3a-dicetonics.

En general, la introduccié de dues funcionalitats cetona veinals es troba descrita a la bibliografia o bé
a través d’una oxidacio directa del doble enllag o bé a través d’una glicolitzacio i posterior oxidaci6 del diol
format. Tanmateix, pero, la majoria de referéncies bibliografiques descriuen aquest tipus d’oxidacions sobre
cetones aromatiques.

Esquema 6
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3.3.1. A partir del &

OH OH

(6]
25 49 Esquema 7

Diverses publicacions descriuen 1’obtencié de 1,2-dicetones de diferents substrats a partir de dobles
enllagos. En general, els métodes emprats com agents oxidants son: permanganat potassic en anhidrid

i 166 fy w167 4 168,169
acetic,  altres anhidrids com el benzenoselénic, ' derivats de crom,

altres agents reactius com HBr,
I,, PdCl,... en preséncia de DMSO."™7¢ De tota manera, perd, només s’han trobat referéncies

bibliografiques sobre substrats aromatics.

L’0s de permanganat potassic en anhidrid acétic, descrit I’any 1971 per Sharpless et al.'®® va ser un
dels primers métodes emprats per a dur a terme aquesta reaccid. Tot i que posteriorment aquest reactiu s’ha
emprat per a la sintesi de 2,3-dicetoéstersprovinents d’acids grassos insaturats'’’ i per a la obtencié de

dicetones aromatiques,'’*"*

se’n descarta el seu Us sobre 25 degut a les condicions drastiques en les que
s’ha de dur a terme la reacci6 (possiblement incompatibles amb 1’esquelet esteroidal), al fet de ser
necessaria una proteccid prévia de I’hidroxil a C17 i, finalment, per la possible formacié de subproductes en

. 178 - , . .
grans proporcions com o-cetoacetats "~ o inclus sobreoxidacions en els anells de 1’esquelet.

Altres agents oxidants desenvolupats per aquest tipus de reaccions han estat [’anhidrid
benzenoselénic (PhSe0),0)'®” o bé derivats de crom (VI),'**'” perod 1’escassa bibliografia i la toxicitat i/o
inaccessibilitat dels reactius emprats semblen desaconsellar-ne el seu Us.

En els darrers anys, pero, la metodologia més ampliament descrita en la bibliografia per a 1’oxidacio
de dobles enllagos a dicetones veinals és, sens dubte, la que empra alguns agents oxidants com HBr, I,,
PdCl,... en preséncia de DMSO i a temperatures no inferiors als 100 °C."*'7® Els millors resultats (amb
rendiments generalment superiors al 80%) s’obtenen en emprar HBr/DMSO. Seguint aquesta metodica

. . . . . L. 170-176
s’han obtingut dicetones a partir de diversos compostos insaturats com son:

[6)
/@)J\r( Ph
R, R o
R; =NO, Me(CH,);80, R =MeO, CI, H, Me, NO, R, = C4Hs 4-EtOC4H,

R, = CH;(CH,),,;0,C=CH
2 3(CHy) 1y R,=Me, H

Esquema 8

Aixi, doncs, es decideix tractar 25 amb diferents dissolucions d’HBr (45%) en DMSO i estudiar-ne
I’efecte de la temperatura i el temps de reaccio, aixi com I’estabilitat del 17f—OH en aquestes condicions, ja

que no es disposa de cap referéncia bibliografica de 1’Gs d’aquest reactiu sobre substrats amb funcionalitat
hidroxil.

Es va observar com temperatures al voltant dels 100 °C rendien crus molt complexos atribuibles
probablement a sobreoxidacions de I’esquelet esteroidal.

-53-



Discussio de resultats

En canvi, en disminuir la temperatura i realitzar la reaccié a temperatura ambient (t.a.), curiosament
s’observa la preséncia de 25 i 50. Aquest fet es podria explicar mitjangant 1’existéncia d’un equilibri entre
la configuraci6 dels anells A/B trans i A/B cis, a través de la seva forma enolica:

OH OH OH

0 OH 0
Esquema 9

S’obtenia 50 en major o menor proporcié depenent del temps de reaccid, sense veure’s alterada la
funcionalitat 17B—hidroxilica ni detectar-se en cap cas la dicetona d’interés 49:

T (°C) t (h) 50/25
100 16 -20h cc
t.a. 5h 2:3
ta. 20h 1:0

Taula 6

L’isomeritzacié de 25 a 50 va ser un resultat molt sorprenent a 1’equip, ja que, en compostos
estigmastanics o ergostanics, sempre s’havia observat la major estabilitat de la configuracié A/B trans front
I’A/B cis (en abséncia de 2B-substituents en ’anell A).""”

Amb la finalitat d’intentar explicar aquests resultats, s’estudia 1’estabilitat de tots tres compostos a
nivell teoric i preliminar, mitjangant calculs de la seva energia amb métodes de mecanica molecular.

La minimitzaci6 de 1’energia de cada un d’ells es realitza emprant el programa MOE.'®
Posteriorment, es calcula I’energia de 25, 50 i de I’intermedi enolic utilitzant cada un dels 5 forcefields
disponibles en aquest programa (AMBER’89, AMBER’94, MMFF94, Engh-Huber, PEF95SAC, Rule).
S’escull el PEF95SAC per ser I’tinic d’ells en que I’energia de I’intermedi enolic és superior a la de 25 i 50.

25 enol 50

E = 57.7 kcal/mol E = 68.4 kcal/mol E =51.1 kcal/mol
— —
AE = -10.7 kcal/mol AE = -17.3 kcal/mol

Esquema 10
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Els resultats d’energia calculats mostren com el compost 50 és 6.6 kcal/mol més estable que 25, fet
que podria explicar la proporcié obtinguda entre els dos compostos.

A més, sembla ser que, sempre que s’aconseguis arribar a I’intermedi enolic, el substrat evolucionaria
cap a la formaci6 de I’isomer amb la configuracio dels anells A/B cis.

Per tal de contrastar la validesa d’aquesta suposicio, es realitza el mateix calcul sobre substrats amb
funcionalitats 2a,3a-diol. En aquests casos, els isomers A/B trans son sempre més estables (de 1’ordre de 8
kcal/mol) que els corresponents A/B cis, resultats coherents amb dades experimentals obtingudes en
’equip.’”’

3.3.2. A partir del diol

Degut a no detectar-se la preséncia de la dicetona d’interés 49 en cap de les experiéncies realitzades
partint directament de 25, s’intentara obtenir-la a partir de I’oxidacio6 del diol de I’anell A.

Caldra, pero, la prévia proteccio de 1’hidroxil a C17:

OH OAc OAc 0Ac OH
HO ) o
—_— —_— —_— —_—
HO 0 o
0 ) ) ) )
25 51 53 49
52a: 20,30
52b: 28,38 Esquema 11

3.3.2.1. Sintesi del diol 52

El tractament de 25 amb anhidrid acétic i Py, seguint una metodica ampliament descrita,'®' rendeix 51
amb un rendiment del 96%.

La glicolitzaci6 sobre el doble enllag de 1’anell A es realitza emprant com agent oxidant OsOy4, un
dels reactius més emprats per a 1’obtencié de diol cis a partir d’alquens, i N-0xid de N-metilmorfolina
(NMO) com a cooxidant.

El principal inconvenient d’aquesta reaccio és 1’as de OsQy, pel seu elevat preu pero, sobretot, per la
seva alta toxicitat. Es per aquest motiu que s’empra en quantitats catalitiques i conjuntament amb un
oxidant secundari, I’N-0xid de N-metilmorfolina (NMO),"**'® que permet retornar I’osmi reduit a la seva
forma oxidada, de manera que, amb aquesta regeneracio, el procés es converteix en catalitic.

El 0sO, es dissol en un dissolvent organic, alcohol butilic, per a reduir la seva perillositat de
manipulacio.
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R R
0s0, HO,, HO
q +
NMMNO HO\\ HO
(0] (0]

El OsO, genera una addicio sin dels dos hidroxils sobre el doble enllag, formant-se unicament dos
diastereomers: els diols 2a,3q i 23,38. No obstant, I’impediment esteric entre la cara [ de 1’esteroide
(essencialment degut a la preséncia del metil a C19) i el gran tamany efectiu del OsO,, afavoreixen la
formacio del diol 20,30, tal i com s’indica en el segiient esquema:

Esquema 12

Esquema 13

Aquesta reaccié de glicolitzacié sobre A’ s’ha aplicat en I’equip en la sintesi de diferents esquelets
esteroidals que difereixen només en la cadena lateral. S’obtenen barreges dels dos diols (amb diferents
proporcions depenent del substrat) i rendiments globals del 80-90%.

Degut a I’elevada polaritat que solen tenir aquests compostos, en molts dels esquelets androstanics
fins ara estudiats no ha estat possible arribar a separar completament els dos diastereomers entre si.

La dihidroxilacio del doble enllag de I’anell A de 51 es realitza per tractament amb NMO i OsOy
(relacié molar esteroide/NMO/OsO,4 1:30:0.1) en una barreja de t-BuOH/THF/H,O (9:3:1),'"” a t.a. i sota
atmosfera inerta. S’obté una barreja de diols 52, amb un rendiment de glicolitzacié del 97% i una relacio
52a/52b de 75:25. S’emprara aquest cru de reaccio directament per a la posterior oxidacio del 2,3-diol de
I’anell A a 2,3-dicetona.

La relacié entre els diols 2a,3a. i el 2B,3B, determinada mitjancant I’espectre de 'H-RMN, varia molt
segons quina sigui la cadena lateral, degut a un efecte a llarga distancia induit per aquesta. A la taula
segiient es mostren les proporcions obtingudes fins el moment a 1’equip, per a cada un dels diols en funcid
de la cadena lateral.

En general, es pot observar com la proporcid de 2[3,3p-diol analegs, front als seus corresponents
2a,3a-diol isomers, és major quan més curta és la cadena lateral, reforgant aixi la influéncia d’aquesta per
un efecte a llarga distancia.
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HO,, HO
Cadena lateral Ref.
HO™ HO
0 0
/"(Q/q/ 92 : 8 137
St
N;
‘. 82 : 18 1
St
82 : 18 1

(0]
OJj\l/\”‘ 80 : 20 s

(0]
o)j\‘/'\ 75 : 25 19

0
OJJ\ 75 1 25 Veure apartat 3.3.2.

: 70 : 30 Veure apartat 3.5.

Taula 7

3.3.2.2. Oxidacio del diol 52 a la dicetona 53

Si bé es troben descrites multitud de metodologies per oxidar un grup hidroxilic a cetona, les
referéncies bibliografiques per a 1’obtencié de dicetones i, més concretament, cetones veinals, son més
escasses.

Reactius com AgCO;'™ i KMnO4'® van ser els primers agents oxidants emprats per aquestes sintesis,
perd, degut a les condicions drastiques utilitzades i1 als subproductes obtinguts (aldehids, acids
carboxilics...), aviat van ser substituits per altres com [I’acid o-iodoxibenzoic (IBX),'™
(CF5C0),0/DMSO"" o 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ)"" perd tots ells amb unes
aplicacions molt concretes.
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A continuaci6 es mostren alguns dels agents oxidants desenvolupats posteriorment per a la sintesi de
1,2-dicetones a partir de 1,2-diols:

— _—-3
0 0
~ . N ] 0
NaOCl + 0 o T\\L/O‘ \W/AT
R ! :M0< I o///| \o/ \0
OO/ .0 | BuN* NOH 0 ¢
. X X
N N O P + 1O
!)' Br = + Co? ? It
_ _ 0
|\V|v/0\ i
7 % A
0
S
Anelli elt al."? o3 Campestrini et al.'” Iwahama et al.”*”'%8 Iwahama et al.'”®
Inokuchi et al. Bortolini et al."® Sakata et al.*”

Banwell et al.'*

Diversos motius fan que aquests reactius no semblin idonis per a la sintesi de 53 a partir de 52. D’una
banda, cal considerar la seva manca d’accessibilitat comercial i 1’elevat cost economic (requerint algun
d’ells inclus de diverses etapes sintétiques). De 1’altra, els baixos rendiments d’oxidacidé que se solen
obtenir (detectant-se sovint abundants subproductes com hidroxicetones, productes de deshidratacio...'"").
Finalment, també ¢és important destacar que tots ells s’assagen sobre substrats poc funcionalitzats, molt
diferents de I’esquelet esteroidal d’interes.

SZOI,ZOZ 203,204

En canvi, tant 1’0s de NB com de derivats de crom semblen ser reactius més interessants

per a intentar oxidar el diol 52 a la dicetona 53.

3.3.2.2.1. Estudi del mecanisme

Tant emprant derivats de Cr (VI**** com amb NBS,*”'?* la formacié de la cetona es dona per

evolucio d’un complex intermedi, essent necessari el protd en ipso de 1’hidroxil:

O\ ,0 r
S A
o&\o |0| 00
—> _Co e Rl'? H
' H R, R, r, 3
B
B Esquema 14

Cal tenir en compte que, després de tenir lloc I’oxidaciéo d’un dels dos hidroxils del 0
diol, es podria donar la formacié d’un pont d’hidrogen intramolecular, que estabilitzaria H\OD
I’a—hidroxicetona intermédia i en dificultarien la seva posterior oxidaci6.**®

A més, aquesta a—hidroxicetona podria evolucionar mitjangant una tautomeria a través de la formacio
de I’enol:

HO OH HO O HO OH OH
Y — K = )X = <
R, R, R, R, R, R, R, R,

Esquema 15
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L’intercanvi entre les dues a—hidroxicetones es troba ampliament descrit en la bibliografia sobre
alguns substrats on I’enol es troba estabilitzat degut a I’aromaticitat de les molécules:***>

R
O o tButOIQTHF
0.5 h 20°C
OH

També es troben referéncies d’isomeritzacions semblants sobre substrats esteroidals, com son, per
exemple, les descrites per Williamson et al.*' i Henbest et al.*'' I’any 1961:

Esquema 16

Esquema 17

De la mateixa manera, Klinot er al.*'> observen, per tractament amb catalisi acida, les segiients
isomeries entre analegs oleanics.

Esquema 18

Més recentment i dins el camp de la sintesi d’analegs BRs (concretament derivats de la
epicastasterona), Voigt ef al.*" publiquen 1’espontania isomeritzacié de 61 a 62:

Esquema 19
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D’altra banda, en la bibliografia, es poden trobar algunes referéncies bibliografiques en les quals
I’oxidaci6é d’un diol, i més concretament d’un ciclohexadiol, no aconsegueix generar la dicetona sind que

s’obtenen a-hidroxicetones amb elevats rendiments, tot i emprar grans excessos d’agents oxidants.**>*'*>!

A més, és important destacar que la dicetona 53 es podria trobar en la seva forma enolica (cetona o,p3-
insaturada forga estable), inconvenient important a 1’hora d’extreure conclusions dels valors d’activitat dels
compostos 2,3-dicetonics, obtinguts en el RLIT.

O, HO
Oj\/:ti = O:l/i\/t§ Esquema 20

De tota manera, tot i les possibles dificultats que poden sorgir en 1’oxidaci6 del diol 52 a la dicetona
53, atribuibles possiblement a la formacié d’un pont d’hidrogen intramolecular, o a tautomeries o isomeries
com les anteriorment descrites, es creu interessant assajar 1’as de NBS i de derivats de crom.

3.3.2.2.2. Emprant NBS

L’as de NBS, per a dur a terme 1’oxidacié de funcionalitats hidroxiliques als corresponents grups
cetonics, presenta com a principals avantatges 1’accessibilitat del reactiu (NBS) i les condicions gairebé
neutres, compatibles amb la funcionalitat éster (acetat) a C17.

L’any 2003, Khurana et al.>'® descriuen I’obtencié de dicetones a partir de diols veinals forca
funcionalitzats amb rendiments elevats. Si bé era la primera vegada que es descrivia 1’is de NBS per a
I’oxidacio de 1,2-diols, anteriorment, aquest reactiu ja havia estat ampliament emprat per a 1’oxidacié de

: i 219222 . 4 - 220
compostos amb un sol grup hidroxilic, inclus sobre substrats esteroidals.

Es important destacar, pero, que es troba també descrita la bromaci6 en o, de carbonil emprant NBS
(a t.a., temps curts de reaccié i amb rendiments molt elevats) sobre diferents substrats, com sén:

R, R, = Ph23%

R, R, R,=H,R, = Me223224
NBS 223-226
—_— R1 = H, Rz =H
R, R, Br B B 7
R, =H, R, = CON(CH,CHCH,),
R, =H, R, = Me,”®®

Aquesta etapa sintética ha resultat un procediment habitual per a la sintesi de corticoesteroides i
hormones sexuals amb dienona creuada a I’anell A. Aixi, el tractament de 63 amb NBS a 60 °C provoca la
bromacioé en a de carbonil, generat per prévia oxidacio de I’hidroxil amb aquest mateix reactiu, amb un
rendiment del 58%.?*

OH
- _OAc
o :
HOY'
H
63 64 Esquema 21
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De tota manera, a I’equip,'"” recentment es va emprar aquest reactiu per a obtenir bromohidrines a
partir de dobles enllagos en diversos substrats estigmastanics:

65 © 66 O 67 O

Tot 1 que es formaven a-bromocetones com a producte de sobreoxidacions de les bromohidrines, el
fet que en cap cas es detectés la bromacié en o de carbonil de I’anell B va fer pensar que la NBS podria ser
un bon reactiu per a dur a terme 1’oxidaci6 del diol 52 a la dicetona 53.

Aixi doncs, considerant aquests resultats, es duen a terme varies experiéncies tractant 52 amb NBS en
CCly i Py, a diferents concentracions, temperatures i temps de reaccid. En cap de les proves realitzades, es
detecta, per CCF comparativa amb mostra de referéncia (veure apartat 3.3.2.2.3.), la formacié de la
dicetona d’interes 53.

Tanmateix, el seguiment de la reaccidé per CCF permetia observar com, a
temps de reaccio curts, es formava un producte de polaritat semblant a 53, pero e
que evolucionava posteriorment cap a altres compostos menys polars. Després de o
purificar un dels crus de reaccié mitjangant cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt
1:1) seguit de cromatografia preparativa (SiO,, Cy/AcOEt 1:6), s’identifica aquest o o B

compost com a 68 producte de la bromacio en o de carbonil produida per la NBS. 68

Comparant els resultats obtinguts anteriorment en 1’equip amb els d’ara, s’observa una major
reactivitat de la NBS sobre el doble enllag que no pas per a 1’oxidacio del diol (en ambdos casos es
treballava amb una relacié en equivalents d’aproximadament 1:1). Mentre que pels analegs estigmastanics
65, 66 1 17 s’aconseguia la formacio de bromohidrines a t.a., es recupera 52 inalterat al tractar-lo amb NBS
a aquesta temperatura. Es necessari dur a terme la reaccié a 70 °C per a observar la desaparicio de 52 en el
cru de reaccio.

Tot i que no es varen identificar més compostos, 1’aillament de 68 sembla indicar que primer es dona
la bromaci6 en a de carbonil i posteriorment tindrien lloc les possibles oxidacions dels hidroxils.

Si bé és cert que possiblement temps de reaccid més llargs conduirien a 1’oxidaci6 del diol a la 2,3-
dicetona, el fet que primer es doni la bromacié en a de carbonil, descarta la possibilitat d’emprar NBS per
obtenir 53.

3.3.2.2.3. Emprant PCC

Per tal d’intentar obtenir la dicetona 53, es decideix provar 1’oxidaci6 del diol emprant PCC,””* un

agent oxidant general ampliament estudiat i anteriorment emprat en I’equip."”’
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. oo 230,231
Les resines polimeriques de PCC*™

permeten no solament evitar la formacio de sals de crom,
dificilment separables del compost d’interes, sind també poder ser regenerades, caracteristica interessant si

es té en compte 1’elevada toxicitat dels derivats cromats.

Tanmateix, el tractament de 52 amb clorocromat de polivinilpiridina no condueix a 1’oxidacio del
diol, recuperant-se producte de partida incls després de 3 dies a 80 °C.

En canvi, 1I’as de PCC sobre 52 (en relacié molar PCC/52 4:1 a t.a. durant 6 h) rendeix un cru, a partir
del qual, després de purificacidé mitjangant cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt, 3:2), s’aconsegueix aillar
una fraccié enriquida en la cetona d’interés 53. Tanmateix, pero, aquesta es troba impurificada amb
compostos a-hidroxicetonics a I’anell A (multiplet a 4.15 ppm degut a CH-OH, augment dels senyals entre
2.5 1 3.0 ppm corresponents a protons en o de carbonil i singlet a 0.76 ppm de 19-CHj3), amb factors de
retencid molt similars a 53. Temps de reaccié superiors (fins a 4 dies) no aconsegueixen augmentar la
conversio d’aquesta dioxidacio.

La formacio de compostos o-hidroxicetonics podria ser deguda a I’existéncia d’isomeries com les
anteriorment descrites. Sembla evident, doncs, la formacidé d’un enol intermedi que dificultaria 1’oxidacio
del segon hidroxil per abséncia del proto en ipso, fet que podria explicar la dificultat per obtenir dicetones
no aromatiques.

Si bé és cert que ’oxidacio del diol 52 a la dicetona 53 s’ha aconseguit emprant PCC, el fet que el
rendiment obtingut sigui inferior al 4% descarta aquesta metodologia sintética per a la funcionalitzacié de
I’anell A de I’esquelet androstanic.

Per tant, considerant tots els inconvenients en 1’obtencido de dicetones veinals, no es creu adient
prosseguir amb la sintesi de 53, ja que, I’esforg sintétic no compensaria els resultats que d’ella se’n puguin
extreure.

3.4. Sintesi d’esquelets amb funcionalitat difluor a ’anell A

Una de les maneres més comuns en sintesi organica per introduir la funcionalitat fluor consisteix en
la substitucié nucleofila d’un hidroxil.

S’han desenvolupat multitud d’agents fluorants per aquests tipus de reaccions, com sén el SF,,>**

PhPF,,>* fluoroalquilamines (FAR),23 > fluorurs metal.lics i de tetraalquilamoni, entre d’altres. >

Amb la finalitat d’obtenir analegs estigmastanics amb aquesta funcionalitat a 1’anell A, a I’equip, es
van tractar 3f-hidroxils, activats en forma de messilat o sulfat ciclic, amb diferents agents fluorants
nucledfils,”” com son ara els fluorus de tetrametilamoni (TMAF), tetraetilamoni (TEAF), tetrabutilamoni
(TBAF) i una barreja CaF,/KF en preséncia de catalitzadors de transferéncia de fase.

En cap de les diferents experiéncies realitzades es detecta la preséncia de fluoroderivat d’interes,
aconseguint-se només aillar productes d’eliminacio.
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et I M
:!i _ HO, :!# _ Ry04 :!i _
HO + +
(6] (6] O

R,0
R,0
o 73: Ry =H
69: R, R, = SO, 71 72 74: Ry = Ac

70: R, =Ac, R, =Ms
Esquema 22

En canvi, I’s de Iagent fluorant trifluorur de dietilaminosulfur (DAST),**!

242-246

ampliament emprat per a
tot tipus de compostos organics, permetia 1’obtencié de 3o-fluoroderivats, sense ser necessaria la

prévia activacio de I’hidroxil. Tanmateix, perd, només s’aconseguien rendiments del 16% per a 76:'*'

AcO Et,N AcO AcO O
+ F-§-F — . + +
HO o F
75 © 76 ° 77 © 78 ©

DAST
Esquema 23

Aquest mateix reactiu, es va emprar per a la sintesi de fluoroderivats estigmastanics amb una sola
funcionalitat a 1’anell A:'"

o A"
—_—
HO FY
0 0
79 80
M M
HO F,,
tji;r —
81 © g2 ©

Esquema 24

Si bé 80 s’obtenia amb un rendiment forga acceptable (del 51%), 'impediment 1,3-diaxial causat pel
metil 19-CHj; dificultava la formacidé del complex intermedi amb el DAST, obtenint-se 82 amb rendiments
inferiors al 10%. S’aillaven majoritariament productes d’eliminaci6 i no s’aconseguien millors resultats ni
disminuint la temperatura de la reaccio, ni emprant deoxofluor® enlloc de DAST, ni utilitzant una base en
el medi...

L’any 1995, Shellhamer et al.**’ van concloure, després d’estudiar la reaccid de diferents diols amb
DAST, que la formacio de compostos difluorats depenia del nombre de carbonis que separava els dos grups
hidroxilics. Aixi, si es tractaven 1,2-diols amb aquest agent fluorant, s’obtenien sulfits com a productes

majoritaris 1 només traces del difluor veinal d’interes.

o~ - " (0]
HO OH  DAST FF HO  F F OH S8 S

Esquema 25
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Aquests baixos rendiments van fer pensar que la doble substitucié del 2f3,33-diol per 2a,30-difluor
emprant DAST no era una bona estratégia sintética. Es va creure convenint, per tant, intentar funcionalitzar
directament el doble enlla¢ de 1’anell A de 25.

OH OH
F
F
25 © 0 Esquema 26

L’esmentada funcionalitat difluor veinal es pot introduir per tractament del compost insaturat amb F,
gas (al 5% en N,). Aixi, des del 1966,”*" s’ha aplicat aquesta metodologia sobre una amplia gamma de
compostos organics, obtenint-se amb ¢exit el compost difluorat d’interés sense veure’s afectades altres

funcionalitats com la cetona, I’hidroxil, I’amina, I’ester, 1’anell aromatic...>****?

Tanmateix, la dificultat que comporta el fet de treballar amb F, gas (oxidant fort, irritant, corrosiu i
molt reactiu, produint freqiientment incendis i explosions violentes) ha provocat el desenvolupant d’altres
agents fluorants més facilment manejables.

D’entre ells, cal destacar el fluoroxisulfat de cesi (la sal de cesi de 1’acid hipofluoros juntament amb
acid sulfaric),”’ les fluoroamines tipus 83 i 84,”*** derivats de seleni o teluri (85, 86 i 87)>¢>"

reaccions electroquimiques emprant HF/Et;N.”’ Tanmateix, la dificultat de sintesi d’alguns d’aquests

o bé

agents fluorants, aixi com les escasses aplicacions que se’n troben descrites, fan pensar en estudiar
alternatives sintétiques més viables.

F F
P ; F F FolF EQlF
SN EX F-Se-Ph JTeC -5
- N\ . - FOLF FTLCE
83 84 85 86 87
Esquema 27

A més, alguns d’aquests reactius, com els selenoderivats son térmicament inestables, reaccionant
violentament a -20 °C i descomposant a 20 °C. Tanmateix pero, el principal inconvenient és la falta
d’estereoselectivitat, generant normalment proporcions més o menys iguals dels quatre isomers possibles.

Sembla interessant, per tant, elegir un agent fluorant capa¢ d’introduir certa estereoselectivitat en la
reaccid de difluoracid. Les escasses referéncies bibliografiques sobre aquests tipus de reactius es redueixen
practicament a 1’as del difluorur de p-iodotolué¢®® i al de difluorur de xen6.”" Es decideix, per tant, assajar
ambdos agents fluorants per a la funcionalitzacio de I’anell A androstanic.

3.4.1. Emprant difluorur de p-iodotolué
L’any 1998, Hara et al*® tractaren diferents compostos insaturats (com 88), amb difluorur de p-

iodotolue (89) en preséncia de Et;N-5HF. Si bé, aquest reactiu ja s’havia emprat anteriorment per difluorar
olefines,”* no va ser fins aleshores quan es considera I’estereoselectivitat de la reaccio.
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Aquests autors obtingueren un dels diastereomers selectivament, i, a més, restaven inalterades altres
funcionalitats com grups ester, cloro, hidroxil...
PN

F
- —
MeOOC MeoOC™ F
F

89 88 90
Esquema 28
La sintesi dels difluoroderivats es donaria a través d’un intermedi cationic iodoni format per 1’atac del
doble enllag sobre 89 (activat per I’HF). Posteriorment, es donaria I’addicié dels dos ions fluorurs, presents
en el medi de reaccio, i I’eliminacié de p-iodotolug.

]la—tol N ptol
/ﬁ\/ I I/ 1 ! - p-tol-I i F
R1/§| F” (F-H-F _5 R — RH/}F “F —_— RI)\I/
Ry f R, Ry Ry

F
F

Esquema 29

Degut a I’impediment estéric de la cara B de I’esteroide, es creu que es veura afavorida la sintesi del
producte no desitjat 2[3,33-difluor 92 front a 2a,,3a-difluorderivat 91.

OH OH OH
@ b, '
+ —_— +
FoloE EY F
0 0 0
89 25 91 92

De tota manera, es decideix tractar 25 amb 89 i Et;N-3HF. Es realitzen varies experiéncies modificant
la temperatura de reaccio (a 0 i t.a. °C), el temps de reaccid (2 1 48 h) i la relacidé molar 25/89 (1:1.3 1 1:2.5).
En tots els casos, es recupera producte de partida, no detectant-se, ni per CCF ni per espectres de 'H-RMN,

Esquema 30

la formaci6 de la més minima quantitat de compostos difluorats.
3.4.2. Emprant difluorur de xeno

Degut a la baixa capacitat de fluoracié de 89, s’abordara la sintesi dels difluoroderivats emprant un
altre agent fluorant.

El difluorur de xeno (XeF,) és i ha estat el reactiu més emprat per introduir aquestes funcionalitats
directament sobre el doble enllag. Tanmateix pero, el principal inconvenient que presenta es troba en el fet
que, fins a I’actualitat, s’han proposat diversos mecanismes de reaccio (tal i com s’abordara més endavant)
no assegurant-se en tots ells la introduccié d’estercoselectivitat.
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Es tracta d’una versio modificada del fluor gas, presentant com a gran avantatge el fet de ser un solid
comercial, termodinamicament estable a temperatura ambient (punt de fusié de 129 °C) i facilment
manejable, sense perdre, pero, I’elevada reactivitat.

Les primeres difluoracions d’aquest tipus daten de principis dels anys 60, quan Shieh et al*®'
aconseguiren introduir dos atoms de fluor a diverses olefines emprant XeFs, XeF, i XeF, a través de
reaccions en fase gas. Posteriorment, i fins a 1’actualitat, s’han desenvolupat metodologies en fase liquida,
amb solvents apolars, i multitud d’articles avalen el XeF, com a bon agent fluorant.**'"®

Es troba descrita, perd, la reaccio de XeF, amb alcohols (ROH),”*"*%* donant lloc a espécies
electrofiliques ROXeF, que alhora podrien reaccionar amb el doble enllag. Sera necessaria, per tant, la
proteccio6 de 1’hidroxil a C17 de I’esteroide.

Cal considerar també, el caracter catalitic de la reaccid, essent necessari 1’us de catalitzadors com sén
el trifluorur de bor et erat,262,267,268,270-272,275,277 I’HF,267,268,272,273 el SiF,, 264265 | b o 12.263

Essencialment s’han proposat dos mecanismes diferents per ala diﬂuoracié d’una oleﬁna amb XeF,.
evolucionaria cap a un P-fluorocarbocatié mitjangant la dlrecta migraci6é del fluor o bé a través d’una
transferéncia electronica cap a un catié radical seguit de la migracio del fluor. Finalment, 1’atac del fluorur
al B-fluorocarbocatié conduiria a la formacié del difluor veinal. Segons aquest mecanisme, es podrien
formar, per tant, els 4 diasteredomers possibles, donant-se poca o nul-la diastereoselectivitat.

8" & F- Xe---F A / \
F-Xe-F—A :
+ —_ \

F F
ot on >—< e,

_F
Ry
— Rl Ry Ry
R, R,
F-Xe+ TFA

D’altra banda, pero, Ikeda er al.?” I’any 2004, proposaren un altre mecanisme per aquest tipus de
difluoracions. Tant emprant XeF, com amb F,, la reaccié progressaria a través d’una addicié sin al doble
enllag que comportaria la formacié d’un anell de quatre membres (estat de transicio), el qual seria
posteriorment atacat pel F,.

Esquema 31

En la sintesi de difluoroderivats de 1’acid sialic (93), aquests autors no solament només obtingueren
dos dels quatre diastereomers possibles sind que també aconseguiren afavorir la formacié d’un respecte
I’altre degut a impediments esterics:
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AcO

OAc
(6]
AcOM /
AcHN
RO
/ 93 \
F
AcO OAc S
E.
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! %4
AcHN ’F AcHN "

RO = ,/ RO !
1/
F

AcO OAc COOMe AcO, OAc F
AcOM 0 F A\WCOOW
AcHN
0 ACHN —m F
F

Esquema 32

275
L

Aixi, doncs, seguint la metodica desenvolupada per Ikeda et a es tracta 51 amb XeF, emprant

trifluorur de bor eterat com a catalitzador.

OAc OAc
XCF2 F
—_—
BF;0Et, F
(6] (0]

Esquema 33

Després de realitzar dues cromatografies flash (Cy/AcOEt 4:1 i 8:1) i varies recristal-litzacions amb
diferents mescles de dissolvents, es recupera un 8% de producte de partida 51 sense reaccionar i diverses
fraccions barreja de compostos difluorats.

Aquestes fraccions contenen barreges dels 8 isomers possibles de 2&,3&-difluoro-17p3-acetoxi-S&-
androst-6-ona, els quals no ha estat possible diferenciar i separar per CCF.

La preséncia de la doble funcionalitat 2&,3&-difluor es veu corroborada per I’existéncia de tres
senyals a 5.00, 4.92 i1 4.62 ppm (doblets de multiplets) amb uns acoblaments Jry = 51, 45 1 45 Hz
respectivament, caracteristics de 1’existéncia de fluor.
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5.08
5.08
5.00
5.00
4.67

__—— 508
\;
__——s01
\;

Espectre 1

D’altra banda, mitjangant els diversos senyals dels 19-CHj3, es detecten diversos compostos difluorats.

El senyal a 1.08 ppm correspondrien a androstans amb configuracio 2f i els anells A/B trans, els senyals a

0.85 1 0.84 ppm s’assignarien a compostos 23 substituits pero amb els anells A/B cis (formats per
I’impediment 1,3-diaxial de la funcionalitat 23 amb el 19-CHj) i, finalment, els senyals a 0.71 i 0.72 ppm

correspondrien 2a.,3-difluors, essent el 2a,3a—difluor el compost d’interes.

1.08
0.96
0.85
0.84
0.81
0.81
0.79
0.71

o071

TS°C
996 -
SS°C

T

ppm (t1)

Espectre 2
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Les integrals relatives entre tots els compostos s6n aproximadament les mateixes, fet que sembla
corroborar el mecanisme radicalari de la reaccio.

Considerant, d’una part, que no ha estat possible separar els 6 diastereomers que es formen i, de
I’altra, que el compost d’interés 2a,3a—difluor s’obté en una proporcid inferior al 20% (determinada
mitjangant espectres de 'H-RMN), no es creu convenient ni eficient la sintesi de difluoroderivats i
s’aprofundira més en 1’obtenci6 de 2a,3a—dihidroxianalegs.

3.5. Sintesi d’esquelets amb funcionalitat diol a I’anell A
3.5.1. Dihidroxilacio convencional

OH OH

Esquema 34

Les primeres referéncies bibliografiques de la triolona 26 daten de finals dels anys 80.'** A partir
d’aleshores, el grup de L.Kohout ha descrit diverses metodologies sintetiques i aplicacions d’aquest

cornpost.m'280

Tal i com s’ha dut a terme pel compost 51, la glicolitzacid del doble enllag de I’anell A de 25 es
realitza per tractament d’aquest amb NMO i OsOy (relacido molar esteroide/NMO/OsO,4 1:30:0.1) en una
barreja de '‘BuOH/THF/H,O (9:3:1)'" i sota atmosfera inerta. S’ha observat, durant les diferents
experiencies realitzades, que una relacié molar NMO/esteroide 30:1 és suficient perque la reaccio tingui
lloc, sense veure’s alterats ni el rendiment ni 1’excés diastereoméric, que soén practicament iguals que amb
una relacié molar 60:1.'"

OH OH OH

HO,, HO HO

HO' HO HO
26 O 94 o 95 0

Esquema 35

Després de 14 h de reaccid, s’obté una barreja de diols amb un rendiment del 83% i una proporcid
26/94/95 de 70:30:<1, el que representa un excés diastereoméric del 40% de 26 (valorat per 'H-RMN).

Es pot observar, una vegada més, la influéncia de la cadena lateral en la proporcio entre el diols
2a,3ai el 23,3P (veure apartat 3.3.2.1.). L’absencia d’aquesta condueix a una barreja amb la proporcidé més
baixa de 2a,3a-diol.
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3.5.2. Dihidroxilacio asimetrica de Sharpless

Per tal d’intentar augmentar la proporci6é de diol 20,30 (26) front el 23,33 (94) es va provar la
introduccid de la funcionalitat diol mitjancant la dihidroxilacié asimétrica de Sharpless.

Fins el moment, s’han publicat diversos métodes de glicolitzacié quiral catalitica d’olefines '**-**'=*%
emprant diferents lligands quirals per tal d’afavorir la formacié d’un dels diastereomers generats en la
glicolitzaci6 sin d’una olefina.

En aquest treball s’utilitzara dihidroquinidin 9-O-(9’-fenantril) ¢ter (DHQD-PHN) com a lligant

. 1140282
quiral. ™

L’estereoselectivitat d’aquesta dihidroxilacio es basa en la capacitat del complex catalitzador OsO;,-
L* d’afavorir la glicolitzaci6 per una cara de I’olefina essent L* una amina terciaria quiral.

El complex catalitic forma un osmaoxeta amb 1’olefina per un mecanisme que encara no és clar.

S’han proposat dos mecanismes; un concertat [3+2] i un mecanisme per etapes [2+2].%*

o) + H (I)I + L ﬁ
I
—0Os— == O—Os\ == 0—O0
o} é/ 0 07/ o = 0715\—\/0

el | o> N 0
0—0s—0 ——— o——CIJIS:O, - o o—és—o %I:O] OEQS‘\O><R
O7 I 7 | o~ | ~0 R1
L 0 L 0 L |
Esquema 36

Un cop format 1’osmaoxeta, existeixen dos cicles catalitics que rendeixen el producte dihidroxilat
(Esquema 37). El segon cicle t¢ menor diastereoselectivitat que el primer.”®

L’addici6 lenta d’olefina i 1’addici6 de sals d’amoni son dos dels factors que minimitzen el segon
cicle.

L’addicié de sals d’amoni quaternaries abans de 1’addici6 lenta d’olefina faciliten la hidrolisi dels

. . . . e . 285286
eésters d’osmi en el primer cicle de la glicolitzacio.”™

] . o 1 i 285
També s’ha trobat que les baixes temperatures augmenten 1’excés diastereoméric.
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ﬁ o HO OH R
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(alta enantioselectivitat)
i
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O:TSVO><R1 [O:l R,
L
HO
L: lligand quiral

A T’equip es va estudiar la relaci6 entre els dos diastereomers en funcié del lligant utilitzat:

—

| [e]
Segon cicle
(baixa enantioselectivitat)

Esquema 37

137

= =

HO,, HO
Cadena lateral Lligant quiral .
HO' HO
0 0
Sense lligant 92 : 8
e DHQD-PHN 98 : 2
St
(DHQ),-PHAL 35 :65

Taula 8

Degut a I’'impediment esteric del 19-CHj, la proporcié de diol 20.,3a obtinguda sense lligant quiral en

esquelets estigmastanics sol ser suficientment bona com per no fer necessaria la glicolitzacié asimétrica,

que empra lligands quirals d’un cost economic forga elevat. Malgrat aixo i degut al fet que sobre esquelets
androstanics s’obtingui major proporcié de diol 23,33 (de I’ordre de 20-30%), es decideix provar aquesta

glicolitzacio sobre 25, per intentar disminuir I’esmentada proporcio.

Les millors condicions de reaccio trobades en ’equip,'*’ per afavorir 1’excés diastereoméric son: 0,2
equivalents de OsO, i 2 equivalents de lligant quiral, per cada equivalent de substrat. De tota manera, degut

a I’elevat cost economic del lligant DHQD-PHN, en treballs efectuats en 1’equip,

H6147 yna relacid

0sO,/DHQD-PHN 0.033:0.33 es considera suficientment bona.
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Aixi doncs, es porta a terme la glicolitzacié de 25 dissolent el substrat en '‘BuOH/THF/H,O (15:3:5) i
afegint-hi OsO, (0.033 equivalents), DHQD-PHN (0.33 equivalents), NMO (10 equivalents) i
Et;N"AcO-4H,0 (0.7 equivalents). Sota atmosfera d’arg6 i abséncia de llum, es deixar agitar la mescla
durant 17 h, obtenint-se un cru que conté¢ 26/94/95 (Esquema 35) en una proporcio 79:21:<1 (determinada
per 'H-RMN).

S’obté 26 amb un rendiment global del 58% a partir de 25, després de purificacidé per cromatografia
flash, i amb un excés diastereomeric del 58%, el que representa un augment d’un 18% respecte la
glicolitzacio convencional amb OsO,4. Tenint en compte 1’elevat preu del lligant quiral, de moment, es
considera insuficient I’augment de la diastereoselectivitat de la reaccid per justificar 1’as de la glicolitzacid
de Sharpless en aquest treball.

3.5.3. Separacio i purificacio de mescles de 2¢& 3 E-diols 26, 94 i 95

A D’equip, s’han intentat purificar 2£,3&-diols d’esquelets androstanics perd sempre amb una cadena
lateral ancorada sobre 1’hidroxil 17 de I’androsta ( Esquema 4, Via A). Aquest fet requeria posar a punt
una metodologia de separacid per a cada un dels analegs que divergien en la cadena lateral.

Després d’emprar tecniques de cromatografia flash i cromatografia Lobar-Merk® sobre barreges de
diols sintetitzats fins el moment a I’equip, només s’aconsegui obtenir el diastereomer 20,300 amb una

puresa del 90%, sent el diol 2B,3p la principal impuresa.''*'*

Per tal de millorar tant la puresa com el rendiment en 1’aillament dels diols, es decideix canviar la
ruta sintética ( Esquema 4, Via B) i abordar la separacié d’aquests en la primera etapa, estudiant i
aprofundint en els diferents possibles metodes de purificacio.

En primer lloc, cal destacar les caracteristiques del cru de reaccié a separar, que correspon a
qualsevol cru de glicolitzacions convencionals o asimeétriques. En aquesta mescla, gairebé el 30% de la
barreja son els productes no desitjats 94 i 95. L’alta proporcié de productes no desitjats i la seva semblanca
estructural amb 26 (només difereixen entre si en la configuracié de les posicions 2, 3 1 5 de I’esquelet)
dificulten la seva separaci6 del cru de reaccio.

Per altra banda, els trihidroxiandrostans 26, 94 i 95 tenen una polaritat molt elevada, fins al punt que
només son solubles en dissolvents molt polars com el metanol, i son parcialment solubles en dissolvents
com eter etilic o THF. Aquesta elevada polaritat els hi atorga un factor de retencié molt baix.

El fet de no disposar d’una metodologia per purificar 26, fa necessari haver de posar a punt el metode
de separacid. Aquest sera molt Util a I’hora de sintetitzar analegs BRs androstanics, ja que 26 €s un compost
intermedi clau en I’estratégia de sintesi.

Per a separar els isomers que genera la glicolitzacio de 25 es plantegen tres possibilitats:
- Isomeritzacio de 94 a 95.

- Separaci6 per cromatografia flash i Lobar-Merk®.
- Recristal'litzacié en EtOH
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3.5.3.1. Isomeritzacio de 94 a 95.

Per CCF i degut a la seva major diferéncia estructural, s’observa com el diasteredmer 95 se separa
millor de 26 que 94, fet que va fer pensar que isomeritzant 94 a 95 (ambdos diastereomers no desitjats en
aquest treball) es podria millorar el procés de purificacié de 26.

Amb aquesta idea, es decideix provar aquesta isomeritzacié directament sobre el cru de glicolitzacio
de 25 ja que es creu que el producte d’interés 26 no es veura afectat.

La isomeritzacio de 94 a 95 suposa canviar la unié dels anells AB, de trans a cis. Tot i que la
configuraci6 trans generalment és més estable que la cis, aquest canvi estructural €és possible que tingui
lloc, en aquest cas, a causa de la interaccio 1,3-diaxial que s’estableix entre el 23-OH i el 19-CH;."*+*¥7

La isomeritzacio es pot dur a terme en medi acid (HCIl), via I’intermedi enolic, o en medi basic
(K,COs, KOH, NaOH), via I’intermedi enolat (Esquema 38).

OH
HO
OH
/ HO r \\\\ ol
4
HO H
HO
HO
9% o B HO
H
\\ oH / 95" 0
HO
HO
(0} Esquema 38
A l’equip,117 s’han dut a terme, amb éxit, isomeritzacions semblants sobre substrats estigmastanics en

medi basic. Aixi doncs, seguint metodologies ja emprades, es tracta el cru de glicolitzacié de 25 amb una
dissolucio 2 M de NaOH en THF/MeOH/H,O. Transcorreguts 2 dies, no s’observa desplagament de
I’equilibri cap a la formacio de 94, rendint un cru en que la proporcié 94/95 és practicament igual a la
inicial.

3.5.3.2. Separacio per cromatografia flash i Lobar-Merk®.
Metode 1

En primer lloc es prova la mescla AcOEt/CHCl;/MeOH (5:5:1) com a eluent i la relacio
silice/producte utilitzada és 1’estandard (50:1). El seguiment de la columna es realitza per cromatografia de
capa fina (CCF), utilitzant el mateix eluent. Es detecten dos dels tres compostos formats, ja que 95 es troba
en una proporci6 inferior al 1%. La separacié cromatografica rendeix una fraccié enriquida de 26 que té un
13% de 94, perd no s’aconsegueix la purificacio total de 26.
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Meétode 2

Es prova una nova mescla d’eluents, AcOEt/THF (4:1), i s’augmenta la relaci6 silice/producte, de
I’estandard en cromatografia flash a una relacié 350:1. El seguiment de columna es fa per CCF utilitzant la
mescla AcCOEt/THF (4:1), en la qual 26 i 94 tenen uns factors de retencio de 0.17 i 0.22, respectivament. La
fraccié mescla de 26 i 94 que s’obté es torna a purificar mitjangant cromatografia Lobar®, utilitzant la
mateixa mescla elutropica AcOEt/THF 4:1.

Combinant la cromatografia flash i Lobar®, s’aconsegueix aillar un 88% del total de 26 present al cru
de glicolitzacid, el que suposa un aillament de 26 molt elevat.

Quan es prova d’escalar aquesta purificacié amb quantitats més elevades de cru de glicolitzacio,
apareixen dos problemes que impedeixen aillar 26:

- La baixa solubilitat dels triols en 1’eluent es manifesta de manera més evident en augmentar la quantitat
de cru a separar. A conseqiiéncia de la insolubilitat dels triols en I’eluent, la utilitzacié6 d’una columna
Lobar® no fou possible. Es va provar de carregar 793 mg d’un cru de glicolitzacié amb una mescla
d’eluents més polar, perd no s’aconsegui aillar cap producte. La insolubilitat dels triols va obligar, també¢, a
modificar la forma de carregar el producte a la columna flash de separacid, canviant de carrega en
dissolucio a carrega seca.

- Tot i perdent-se capacitat de separacid del métode, s’ha de disminuir la proporcio silice/producte (de
350:1 a 150:1), ja que grans quantitats de silice permeten resolucions elevades en la separacio perd també
provoquen augments considerables en els volums d’elucid.

Davant de tots aquests inconvenients es decidi reajustar la metodologia de separacié prescindint de
I’is de cromatografia Lobar-Merk® i modificant de nou la mescla elutoria.

Métode 3

Com s’ha indicat, es decideix utilitzar inicament cromatografia flash amb carrega seca del cru de
glicolitzacio. La relacio silice/producte es redueix respecte al métode 2 i s’usa una proporcié 150:1. La
mescla elutoria utilitzada és AcOEt/THF pero es disminueix la proporcié de THF de 4:1 a 8:1. Disminuint
la polaritat de I’eluent, es “compensa” 1’amplada que té el front d’elucié provinent de la carrega seca i la
menor relacié cru/silice, permetent aixi la separacio dels triols. El seguiment de columna es fa per CCF
emprant ACOEt/THF 4:1 com a eluent.

Després de realitzar la reaccio de glicolitzacié de 25, seguida d’una purificacio per cromatogafia flash
en les condicions descrites anteriorment, s’obté un rendiment del 59% de producte aillat 26, un 26% d’una
fraccio barreja que conté 94 i 26 en una proporcio 74:26 i un 4% de 94 pur.

L’ s d’aquest métode evita els problemes de solubilitat citats en el métode 2, ja que el cru es carrega
a la columna en sec. La carrega seca permet separar una major quantitat de cru, fet indispensable tenint en
compte que 26 és un intermedi de reaccid clau en la ruta sintética dels analegs BRs androstanics i es
requerira poder-ne obtenir grans quantitats i d’elevada puresa.
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3.5.3.3. Recristal litzacio en EtOH

Es decideix provar la purificacidé mitjancant recristal-litzacions, ja que la separacié cromatografica
emprada és tediosa i comporta molt de temps. L. Kohout et al.*®® realitzen la purificacio i aillament de
2a.,3a-dihidroxi-17B-hidroxi-5Sa-androstan-6-ona (26) mitjancgat recristal-litzacions consecutives.

El cru obtingut en la reacci6 de glicolitzacio es recristal-litza amb EtOH i, després d’una sola
recristal'litzacid, s’obté 26 amb un rendiment del 25% i una puresa del 96%.

Posteriorment es realitza una columna Flash de les aigiies mares de la recristal-litzacidé (emprant
AcOEt/THF 8:1 com eluent) amb la finalitat d’augmentar el rendiment. S’obté un 41% de producte aillat
26, un 11% d’una fraccio barreja que conté 94 i 26 en una proporcio 25:75 i un 1% de 94.

D’aquesta manera s’aconsegueix una rendiment total del compost 26 del 66%.
3.5.3.4. Comparacio técniques de separacio dels diols 26, 94 i 95

S’observa com, mitjancant la purificacié per recristal-litzacié i la posterior cromatografia flash s’obté
un 66% de 26, superior a I’obtingut per cromatografia flash sola (59%). S’obtenen compostos d’elevada
puresa en ambdoés casos.

Per tant, es proposa en 1’etapa de purificacié del glicol 26 primer, dur a terme una recristal-litzacio
amb EtOH per obtenir el producte d’interés amb una elevada puresa i de manera rapida i, posteriorment,
amb les aiglies mares de les recristal-litzacions es pot dur a terme una columna flash per tal d’augmentar el
rendiment en producte d’interés. Es fixa, doncs, aquest métode de separacié com a estandard a emprar en la
separaci6 de 26, 94 i 95.

3.6. Proteccio dels diol de ’anell A: sintesi de 96.

Per poder esterificar una cadena lateral sobre 1’hidroxil de C;;, cal protegir els diols de I’anell A de
I’esquelet. Una de les maneres més comuns de protegir diols veinals és per formacié d’acetals'>>!3*2%-2%
ha estat emprada anteriorment en 1’equip.'** Els acetals tenen rendiments elevats, tant en les seves reaccions

de formaci6é com trencament, cosa que disminueix al minim la pérdua de rendiment en la sintesi.

La desproteccio dels acetals es duu a terme en condicions d’acidesa molt suaus, en qué I’ester, que es
formara sobre I’hidroxil de C;7, no es veura afectat. Per tot aix0, es considera adequada la proteccié via
acetal de C, i C;. S’escull el grup isopropilidendioxi com a acetal per a protegir C; i C; (Esquema 39).

OH

OH
HO,, Oy,
— X
HO™ oY
0 96 ©

26 Esquema 39

% o bé amb una forma

emprant PTSA com a catalitzador:***”

Per obtenir el dioxola desitjat, cal fer reaccionar el glicol amb acetona,’”
activada de I’acetona, com el dimetoxipropa (DMP),'*¥#!
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Per acabar, cal esmentar que aquest grup protector, pel fet de ser sensible a condicions d’acidesa

Esquema 40

suaus, no pot ser purificat per cap técnica cromatografica que utilitzi silice. Per aquesta rao, el cru de 96
s’utilitzara directament per fer 1’esterificacio de la cadena lateral.

3.6.1. Intent de sintesi de 96 via Acetona/H"

En dissoldre el diol 26 amb acetona seca i quantitats catalitiques d’acid p-toluensulfonic (PTSA),
després de 72 h de reaccid a temperatura ambient, no s’aprecia cap avang significatiu en la reacci6 per CCF.
Es provable que la preséncia d’humitat en ’acetona, altament higroscopica, expliqui el fet que no es formés
el dioxola 96.

3.6.2. Sintesi de 96 via DMP

En dissoldre 26 en DMP i quantitats catalitiques de PTSA, després de 28 h de reaccio a temperatura
ambient i sota atmosfera inerta, s’observa, per CCF, com encara resta diol 26 per reaccionar. De tota
manera, aquest no es detecta per CCF, on 1’obtenci6 de 96 és exclusiva.

La preseéncia de 26 en la CCF es dona a causa de la descomposicio de 96 en el seu pas a través de la
silice, cosa que confirma la baixa estabilitat del dioxola 96. Aixi, doncs, s’obté 26 amb una conversid total,
rendiment quantitatiu i amb una elevada puresa.

El cru d’aquesta reaccio s’utilitza directament com a substrat de les reaccions d’ancoratge de cadenes
laterals, que s’expliquen més endavant.
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4. APROXIMACIO A LA SINTESI DE LA “CASTASTERONA ANDROSTANICA”

Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, a partir de la sintesi i avaluacio de ’activitat de 97, es pretén
veure I’efecte de la funcionalitat éster a C17 en ’activitat:

OH

(0]
HO, , HO,
2 (CS) O 97 O

Esquema 41

La superposicio entre 2 i 97, realitzada amb el programa MOE, permet assolir un molt bon
alineament entre ambdos compostos, tant en les regions polars com en les zones hidrofobiques:

Figura 14

En general, I’estratégia sintética que es proposa consisteix en 1’obtencié de la cadena lateral
degudament funcionalitzada, seguit de la corresponent esterificacié d’aquesta amb 1’esquelet androstanic.

0
OH
!t + HO I [E— 97
96 98

4.1. Estratégies sintétiques per a la sintesi de I’acid 98

Esquema 42

La dificultat sintética de la cadena lateral (1I’acid (3S,4)-dimetil-2S-hidroxi-pentanoic (98)) es deu
principalment a la preséncia de dos centres quirals consecutius. A 1’esquema segiient, es mostren les millors
metodologies trobades per a obtenir 1’acid quiral 98, seleccionades després d’una extensa recerca
bibliografica.
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Esquema 43

Alquilacié en o de carbonil

L’acid d’interés 98 es podria obtenir a través de 1’alquilacié quiral en a de carbonil del 2-oxoéster
corresponent.”* Si b¢, els ee son forca elevats (de 1’ordre del 93%), es descarta 1’as d’aquesta reaccio degut
principalment a dos motius.

D’una banda, al fet que serien necessaries estrictes condicions de reaccid (- 100 °C per tal d’obtenir
una bona diastereoselectivitat) i, de ’altra, a que encara restaria per realitzar la reducci6 de I’ a-carbonil.
Aquesta, hauria de ser diasterecoselectiva per tal d’evitar la formacid dels dos o-hidroxiésters
diasteriomerics presumiblement dificils de separar.

Condensaci6 aldolica

La formacio de I’a,B-enllag C-C de 98 es podria aconseguir a través de la condensacié aldolica entre
un compost cetonic (99) i un a-cetoacid (100).

L’us de catalitzadors com ara Zn(NO3)2.6H20,295 BC13,296 TiC14,297’298 InC13...,299 permet minimitzar
la formacié de productes d’eliminacid, evitar 1’s de medis fortament acids o basics, reaccions
secundaries. ..

Concretament, en aquest cas, la preséncia de dos metilens actius provoca la formacié de dos tipus de
productes de condensacié. A més, aquests poden ser sin o anti, depenent de les configuracions en o i f3.
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Esquema 44

Si bé es pot afavorir la formacié dels diastereomers sin (102 i 103) front els anti (104 i 105), la
regioselectivitat obtinguda en la condensaci6 entre 100 i 99 és molt baixa (56:44).

Considerant la dificultat de separacié d’aquests 5 compostos, aixi com el fet de ser necessaria una
posterior reaccié de Wittig (per convertir la y-cetona en CHj3), seguida de reduccioé del doble enllag generat,

es descarta aquesta estratégia sintética per obtenir 98.

Obertura de cicles de lactones cicliques

Una altra estratégia per a la sintesi de 98 consistiria en la obertura de lactones cicliques mitjancant

I’atac nucleofil d’un magnesia (introduccié del resta alquilic).””’

Els baixos rendiments descrits per aquesta reaccio, aixi com també, la possible racemitzacié del
centre quiral en a de carbonil durant la necessaria substitucié nucleofila (Sy1) posterior del grup aminic per
hidroxil, semblen desaconsellar aquesta metodologia per a la sintesi de 98.

Obertura d’epoxids

o (’
L’estrategia sintética que es considera més ROJJ\{§\
0

. . L . 0
apropiada consisteix en la sintesi de 98 a partir de \

I’obertura d’un epoxid. S’estudiara tant [’obertura o RO
d’epoxibutanoats (introduccié del grup isopropil) com la (
de 4-metilpentanoats (introducci6 de metil). RO 0

Amb la finalitat de reduir al maxim el nombre de diasteredomers que es formarien en les obertures dels
epoxids (dificultarien les etapes de purificacido posteriors), s’intentara obtenir aquests amb una elevada

OH

Esquema 45

puresa enantiomeérica.
4.2. Sintesi d’epoxids
4.2.1. Reduccio microbiologica

L’obtenci6é dels a,p-epoxiésters quirals 108 i 109 es pot dur a terme mitjangant la reduccio

enzimatica (emprant Baker’s yeast: Saccharomyces cerevisiae) d’¢sters3-cloro-2-oxoalcanoics quirals (106

i 107), els quals rendeixen els epoxids d’interés per tractament amb NaOEt.**'~%
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Esquema 46
La dificultat per obtenir el producte de partida quiral d’interés (I’éster 3R-cloro-4-metil-2-
4.2.2. Reaccio de Darzens

oxopentanoat d’etil) va fer pensar en obtenir 1’epoxid d’interés a través d’altres metodiques

La reaccio de Darzens consisteix en la condensacié d’aldehids (110) amb o—halocetones (111) en
preséncia de bases (LiOH, '‘ButOK, NEt;) per donar les o, p—epoxicetones (112).°”* L’us de catalitzadors de
transferéncia de fase permet la sintesi enantioselectiva d’aquestes

304

110

(6]
* CI\)LPh - /<,)L
111 112

Esquema 47
La formaci6 de 112 es dona amb rendiments 1 excessos enantiomeérics baixos, de 1’ordre de 40-80%
40-70%, respectivament, depenent del substituent alifatic R

A més, per a la sintesi de 98, caldria partir de I’a-cloroéster corresponent, enlloc de la cetona 111
Considerant, la possible hidrolisi de ’esmentada funcionalitat ¢ster d’interés en medi basic, es descarta la
reaccié de Darzens per obtenir els a,3—epoxiesters d’interes

4.2.3. Epoxidacio asimetrica de Sharpless

Es proposa emprar ’epoxidacié asimétrica de Sharpless d’alcohols al.lilics, una de les reaccions
asimetriques més extensament usades, per a 1’obtencié d’epoxids quirals d’interés
b

qual s’haura sintetitzat per reaccio de Wittig entre I’isobutiraldehid (115) i el fosfonoacetat de trietil (116)
d’inter¢s.

L’estratégia sintética es basa en 1’epoxidacid de 1’alcohol al‘lilic 113, obtingut per reduccio de 114, el
L’oxidacié de 117 a acid carboxilic i posterior esterificacid rendiran els o,B-epoxiesteres substrats
(0]

o (0] (0]
= (@] (@)
JK/Y Ho/\/Y —_— HOW —_— HO)%/ —_— )‘W
114 113 117

Esquema 48
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4.2.3.1. Sintesi de l’ester a, f-insaturat 114

La sintesi de 1’¢éster a,p-conjugat 114 per condensacié de Wittig entre 1’isobutiraldehid (115) i el
fosfonoacetat de trietil (116) es du a terme, en la majoria de les reaccions descrites en la bibliografia, en
preséncia de NaH. 114 s’obté amb rendiments que oscil-len entre el 58 i el 97%.°7"°

. ) EtOOC _
OEt —_—
EtOOC \/ \/\l/

11 114 Esquema 49

Aixi doncs, seguint la metodica descrita per Caldwell er al.*®
amb una dissolucié a 0 °C de 116 en NaH (relacié molar 115/116 1:1), rendeix, després de purificacioé per

destil-lacid, 114 com a un oli incolor d’elevada puresa (rendiment del 83%).

/ 306

1 Baker et al.,”™ el tractament de 115

4.2.3.2. Sintesi de [’alcohol al.lilic 113

L’alcohol allilic 113 es va obtenir mitjangant la reduccid6 de 114 per tractament amb hidrur de
diisobutilalumini (DIBAI-H), seguint metddiques descrites a principis dels 90.**% Un cop purificat el cru
de reaccié mitjangant cromatografia flash, s’obté 113 d’elevada puresa i amb un rendiment del 71%

4.2.3.3. Epoxidacio asimeétrica de Sharpless de [’alcohol al-lilic 113

L’epoxidacio enantioselectiva d’alcohols al-lilics (epoxidacio de Sharpless) s’aconsegueix mitjangant
la induccio6 asimétrica de derivats de tartrat enantioméricament purs.

La formacié d’epoxialcohols d’elevada puresa enantiomérica a partir de 1’oxidacié d’alcohols al-lilics
mitjangant hidroperoxid de ‘butil (TBHP), en preséncia d’isopropoxid de titani (Ti(O'Pr),) i tartrat de dietil
(DET) es troba descrita des de principis dels anys 80.*"!

Des d’aleshores, s’ha modificat el procediment original per tal de millorar rendiments, excessos

enantiomérics, reduir la proporcié de catalitzador necessaria...”'>>"*

Multitud d’autors han emprat i estan emprant aquesta reaccid per a obtenir epoxialcohols quirals
sobre substrats molt diversos. En alguns casos, perod, es troba descrita la dificultat en I’aillament de
compostos degut al seu baix pes molecular i elevada volatilitat, essent necessari modificar els procediments
d’extraccio (addicio d’acid citric per eliminar els derivats de titani), emprar la destil-lacié com a técnica de
purificaci6 (possible epoxipolimeritzaci6), obtenir derivats de major pes molecular...*'**'>*!S Concretament,
I"as de p-nitrobenzoats derivats dels epoxialcohols simplifica i millora 1’aillament i purificacié per
recristal-litzacio.

L’epoxidacié asimétrica de 113 es troba descrita en la literatura emprant tartrats de dietil [(+)-DET"®
i (-)-DET*"] com a auxiliars quirals, rendint respectivament els 25,35 i 2R,3R epoxialcohols. Aixi, per a la
sintesi del compost d’interés 117, Caldwell et al %

enantiomeric del 95%.

obtingueren un rendiment del 82% i un excés
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Aixi, doncs, es tracta 113 amb una dissolucié de (+)DET, Ti(O'Pr), i TBHP durant 3 dies a — 20 °C i
es purifica el cru obtingut per cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt 7:2).

Malauradament, pero, s’obtingué una barreja dels dos enantiomers amb un rendiment del 44% i on
117 es trobava en un excés enantioméric no superior al 2%. Tot i haver dut a terme diversos intents de la
mateixa reaccio, controlant estrictament totes les condicions, no s’aconsegui en cap cas reproduir els
resultats descrits en la bibliografia, assolint-se ee molt menors.

Es creu interessant, per a futurs treballs, aprofundir en el coneixement d’aquesta epoxidacio, intentant
canviar i optimitzar les condicions de reaccié per tal d’assolir la puresa optica descrita en la bibliografia.**®
De tota manera, amb la finalitat d’estudiar I’etapa sintética de 1’obertura d’epoxids, es decideix treballar a
partir d’aquest moment, amb epoxids racémics, obtinguts a partir d’acids o ésters o, -insaturats.

4.2.4. Obtencio d’acids o esters o, f-insaturats

D’una banda, es proposa obtenir el crotonat de benzil (119), ja que la introduccié d’una funcionalitat
aromatica permetra la visualitzacié dels diferents compostos formats en les CCF. També es creu interessant
la sintesi del crotonat de 2’S-metilbutil (120) per tal de, aprofitant la quiralitat de 1’ester, generar
diastereomers i simplificar aixi, la seva separacio.

(0] (0]
= —_— > =
HOJJ\/\ ROJJ\/\
121 R=CH,Ph: 119

R =2’S-metilbutil : 120
Esquema 50

L’esterificacio entre 1’acid crotonic (121) i 1’alcohol benzilic es va dur a terme en preséncia de
DCC/DMAP, rendint 119 amb un rendiment del 65%. 120 s’obtingué per esterificacio de Fisher entre 121 i
el 25”-metil-1-butanol amb un 64% de rendiment.

D’altra banda, partint de I’éster o,B-insaturat 114, la sintesi del qual s’ha descrit en 1’apartat 4.2.3.1.,
també es poden obtenir 1’acid carboxilic 122 (per saponificacid) i I’éster metilic 123 (posterior esterificacio
de 122):

O (0] (0]
114 122 123

Esquema 51

Es pretén emprar tant 122 com 123 per a dur a terme les posteriors epoxidacions i obertures d’epoxid.
S’ha escollit 1’ester metilic per ser el més ampliament emprat en la literatura per aquest tipus de reaccions.

L’acid 122 s’obtingué¢, amb un rendiment del 96%, per tractament de D’éster 114 amb
K,CO3/MeOH/H,0 a reflux durant 5 h.

Una de les metodologies més emprades per obtenint &sters metilics a partir d’acids carboxilics

consisteix en tractar aquests amb diazometa (CH,N,). Concretament, 1’any 1978, Razus et al®"

descrigueren ja la sintesi de 123.
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Aixi, doncs, es bombolleja CH,N, sobre una dissolucié que conté 122 en CH,Cl, a 0 °C. Aquest gas
es genera dissolent Diazald® (N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida) en EtOH i addicionant NaOH (aq).
S’obte 123 de forma quantitativa i d’elevada puresa.

4.2.5. Sintesi d’a, f-epoxiacids/ésters racémics a partir de derivats o, f-insaturats

S’estudiara 1’epoxidacié d’acids i ésters a,[-insaturats, essent R; = metil o isopropil
0 0
)J\% . )J\%)}\
R,0 R, R,0 R
Esquema 52

RI = metil

Per tal d’assajar ’obertura amb 'Pr’, es proposa obtenir diversos a,B-epoxiderivats de 1’acid butanoic.

O O
(6]
= — >
RzoJJ\/\ RzoJJ\EK
R,=H:121 R,=H:124
R, =CH;: 125 R, =CHj;: 126
R, =CH,Ph: 119 R, =CH,Ph : 127

R; = 2°S-metilbutil : 120 R; = 2°S-metilbutil : 128
Esquema 53

La sintesi d’o,p-epoxiesters a partir d’ésters o,fB-insaturats es troba ampliament descrita a la
bibliografia emprant MCPBA com a agent oxidant. Tant el temps de reaccio (12 h, 2 dies, una setmana...)
com la temperatura (de 0 °C, t.a., reflux...) juguen un paper important per aconseguir la conversio total del
producte de partida. Controlant aquestes condicions de reaccid s’aconsegueixen obtenir rendiments
superiors al 90%.'%3%

A continuaci6 es mostren les condicions i els rendiments obtinguts per a la sintesi de 126, 1271 128 a
partir de 125, 119 i 120, respectivament:

Epoxid t(h) T (°C) rdt (%)
126 24h  reflux  85%
127 24h  refluxx  62%
128 I18h  ta. 75%

Taula 9

L’epoxidacio de 125 per obtenir 126 es troba descrita en la bibliografia amb rendiments semblants als
obtinguts (de ’ordre del 89%).*

Meés dificultosa resulta ser 1’epoxidacid d’a,-epoxiacids emprant MCPBA. Es recupera, en molts
dels casos descrits, els acids o,p-insaturats (productes de partida) sense reaccionar. Per aquest motiu,
Sharpless et al.**® proposaren el 1985 I’epoxidacié d’acids carboxilics emprant H,O, com agent oxidant, en
presencia de Na,WO,. Fins a I’actualitat, aquesta reacci6 ha estat ampliament emprada, obtenint-se
rendiments que oscil-len entre el 40 i el 90%.>*"**' De tota manera, el tractament de 121 amb H,0, i
Na,WO, a 60 °C durant 1 dia, rendeix un cru on la conversio no és superior al 40%.
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R, =isopropil

Amb la finalitat d’assajar 1’obertura amb Me’, es proposa obtenir diversos a,f-epoxiderivats de 1’acid
4-metilpentanoic:

(0] (0]
— —_— 0
R,O R,O
R,=H:122 R,=H:129
R, =CH;: 123 R;=CHj;: 130
R, =CH,CH;: 114 R, =CH,CH; : 131

Esquema 54

Es decideix provar 1’epoxidacio dels ésters 122, 123 i 114 emprant MCPBA i estudiar la importancia
del temps i la temperatura. A continuaci6 es mostren els resultats obtinguts:

Epoxid t(h) T (°C) rdt (%)
129 12h  reflux 0%
130 12h  reflux  49%
131 17h  ta. 0%
131 10h  reflux 16%
131 22h  reflux  35%
131 240h reflux  99%

Taula 10

D’una banda, es corrobora la dificultat d’epoxidacié dels acids carboxilics o,B-insaturats amb
MCPBA, no detectant-se la formacid de 129 després de 12 h a reflux.

De I’altra, es pot observar la necessitat de treballar en condicions de reflux, ja que a t.a. no s’observa
formaci6 de I’epoxid 131, ni tan sols transcorregudes 17 h de reaccio.

Finalment, és important destacar els elevats temps de reaccié (fins a 10 dies) necessaris per assolir
una conversio total i formacid gairebé quantitativa de 1’epoxid 131.

4.2.6. Sintesi de ['androsta 132

L’acid 2,3-epoxi-4-metilpentanoic (129) s’obtingué per saponificacié en medi K,CO3;/MeOH/H,0 de
I’ester etilic corresponent 131, amb un 90% de rendiment. 132 se sintetitza per esterificacio de Yamaguchi
(formacié de I’anhidrid mixt de 129 i el clorur de 2,4,6-triclorobenzoil i condensacié amb 96), obtenint-se
un rendiment del 55%.

()

(6]
(6]
O O
(6] (6]
e e

131 129 o

132 o
Esquema 55
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4.3. Obertura d’epoxids

L’obertura dels a,B-epoxiesters és, sens dubte, I’etapa més critica i complicada de tota estratégia
sintética. Per tal d’obtenir els é&sters 2-hidroxi-3,4-dimetilpentanoats d’interés, es proposa provar la
introducci6 del grup metilic sobre els diferents 2,3-epoxi-4-metilpentanoats i de I’isopropilic sobre els 2,3-
epoxibutanoats. D’entre tots els agents nucleofils per a dur a terme aquests tipus de reaccions es troben el
trimetilalumini (TMA), el bromur d’isopropil magnesi (PrMgBr) i els isopropilcuprats de liti (‘PryCuLi).

Cal esmentar que 1’obertura dels epoxids es pot donar pel carboni en C3 (generant els compostos

d’interés) pero també per C2:
Obertura per C3 Obertura per C2

0 o 0 OH
(0]
HO —» HO + HO
OH
O (6] OH
(6]
(0]
—» HO + HO
HO
OH

Esquema 56

4.3.1. Emprant TMA

El TMA és I’agent nucleofil més emprat per a la introduccié de grups metilics a través de 1’obertura
d’epoxids.

Tant el rendiment com la regioselectivitat de la reacci6é (obertura per C2 o C3) depenen enormement
del substrat i de les condicions de reaccio.

Es troben escasses referéncies on s’observi I’obertura majoritaria d’interés (per C3), limitant-se

332,333
1.7~

aquestes a les investigacions realitzades pel grup de Jansen et a sobre substrats com 133 o 134.

La formaci6 preferent dels o-hidroxi front als B-hidroxiésters (97:3) s’atribueix a la major
estabilitzacié de I’intermedi carbocationic a C3 (terciari) que a C2 (secundari):

>&/CO0Me O O, CcoOoMe
133 O
134

En altres casos, es dona preferentment I’obertura no desitjada per C2 (> 75%), com per 135 ¥ i

136,335,336
\/&/ COO_<: /M
R
135 136

COOEt
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Tot i les escasses referéncies bibliografiques sobre 1’as de TMA per a ’obertura d’a,-epoxiésteres,
es decideix provar la reactivitat d’aquest agent nucleofil sobre els segilients epoxids:

Ry

O, COOR,

Ay

Epoxid Ry R,
126 Me Me
127 Me CH,Ph
130 Pr  Me
131 Pr Et

Taula 11

A continuaci6 es mostren les condicions de reaccid emprades en les diferents proves, aixi com la
composicié del cru obtingut (valorat mitjangant espectres de 'H-RMN):

T t
Exp Epoxid Dissolvent o Composicié cru obtingut
CO (h)
1 126 hepta De-10°Ca45°C 0.50h cc
2 126 CHCI; De-25°Cata. 0.25h pp
Possibl ¢ncia de 2-OH
3 126 CHCl; De-15°Cata. 12h - ossiDe preseneta 7e S
Hidrolisi parcial de 1’éster metilic
Possibl éncia de 2-OH
4 126 CHCl; De-35°Cata. 20h - ossibe preseneta 7e S
Hidrolisi parcial de 1’éster metilic
Formaci6 de 2 i 3-OH
5 127 C 20 °C 8h
Y Resta un 40% de pp
6 127 CHLCL, _20°C A% h I‘{id.r(‘)lisi de l’és.ter bénzilic‘ .
Preséncia de la funcionalitat epoxid
7 130 CHClI; De-35°Ca0°C 12h Hidrolisi parcial de ’ester
131 Cy 0°C 24 h pp
131 CHCl; De-35°Ca0° 12h  Possible preséncia de I’a-hidroxiester

Taula 12

Tots els intents de purificacio i aillament dels possibles a- o B-hidroxiesters formats van resultar
sense €xit deguts principalment a la dificultat de deteccié d’aquests compostos.

De tota manera, es pot observar, mitjangant integrals de "H-RMN, com, curiosament, en la majoria

dels casos estudiats, la funcionalitat éster sembla ser més reactiva que I’epoxid, en condicions de TMA a

baixes temperatures. Aquest fet va fer pensar en substituir el TMA per altres agents nucleofils menys

reactius com son els derivats magnesians o els organocuprats.

4.3.2. Emprant 'PrMgBr

Tot i que la bibliografia sobre 1’as de bromurs d’alquilmagnesi per a I’obertura d’o-epoxiacids es
limita practicament als estudis realitzats per El Kady e al.”®” 1’any 1979 (rendiments entre el 40 i el 70%),
es decideix assajar aquest reactiu sobre 1’epoxiacid d’interes 124.
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De tota manera, el tractament de 124 amb 'PrMgBr a t.a. durant 24 h rendeix un cru que s’identifica
majoritariament com a producte de partida sense reaccionar.

4.3.3. Emprant 'Pr,CuLi
Chong et al.*® i Petit et al.>® descrigueren a finals dels anys 80 ’obertura d’a.,B-epoxiacids i o,p-

epoxiésters, respectivament, emprant dimetilcuprats de liti. La regioselectivitat de la reaccid depenia
exclusivament del substrat, obtenint-se barreges 2-hidroxi/3-hidroxi entre 1:301 17:1:

0 0 R
0 o R R, OH
)J\g}( —> RO R, + RO R,
RO R,

Es decideix provar els organocuprats com agents nucleofils per a I’obertura de

Esquema 57

I’epoxiéster metilic 126 i també del seu acid lliure corresponent 124. Aixi, doncs, el JJ\(1)>\
tractament de 124 i 126 amb 'Pr,CuLi (generat in situ per tractament de Cul o CuCN RO

amb 'PrLi o 'PrMgCl) rendeix un cru on es detecten senyals assignables a 1’obertura R=H: 124
d’interés. De tota manera, tots els intents de purificacié per cromatografia flash han R =Me: 126
estat fallits. Una de les causes podria ser el fet de treballar amb ’acid carboxilic 1liure.

4.4. Propostes per a futures sintesis

Tenint en compte els esperancadors resultats obtinguts en 0
.y i . [¢]
I’obertura d’a,B-epoxiésters emprant 'Pr,CulLi, es proposa per a futurs

treballs, aplicar aquesta metodologia directament sobre 132. D’aquesta o
manera, no solament s’obtindria directament |’analeg androstanic ><
d’interes, sin6 també es milloraria el procés de seguiment, deteccio i

. o
aillament dels productes formats (compostos esteroidals). 132
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5. SINTESI D’ANDROSTANS AMB DIVERSES FUNCIONALITATS EN oo DE CARBONIL
5.1. Introduccio i antecedents

L’estudi de la forma d’interaccionar dels R-hidroxils a C22 i C23 amb el receptor s’ha iniciat
recentment en 1’equip, havent-se aconseguit obtenir alguns resultats preliminars interessants, tots ells

emmarcats dins la tesi doctoral de M. Amoros.'!’

El fet que els aminoderivats 137 i 138 tinguessin una activitat superior als seus corresponents
azidoderivats 139 i 140, va permetre suggerir que els hidroxils presents en la cadena lateral dels BRs
actuaven com a donadors de pont d’hidrogen en la interaccid6 BR-receptor.

OH NH, N;
’, " 7, ’
v St St St
HO, 141 (0.54) 137 (1.29) 139 (-)
Ho"'
(0] ’, /, ’,
St OH St NH, St N,
142 (marginal) 138 (1.44) 140 (-)

Taula 13

De tota manera, caldria obtenir altres analegs amb diferents funcionalitats a la cadena lateral per tal
de corroborar aquesta hipotesi.

Tal i com ja s’ha esmentat anteriorment, un dels objectius principals d’aquesta tesi consisteix en
aprofundir en el coneixement de la forma d’interaccionar d’ambdés hidroxils, mitjangant la sintesi i
avaluacié de I’activitat de diversos analegs androstanics. Cal recordar que s’assumeix que el carbonil de
I’¢ster androstanic mimetitza el 22R-OH i la funcionalitat en o d’aquest carbonil simula el 23R-OH.

Aixi doncs, es proposa obtenir una série d’androstans amb el mateix esquelet i cadena lateral
hidrocarbonada i que només difereixin en la funcionalitat en o de carbonil.

Tenint en compte que I’analeg androstanic que major activitat ha o

mostrat fins el moment (19 on X = NHBoc, activitat de 1.03) presenta o )W
cadena lateral derivada de 1’acid 4-metilpentanoic, es considera X

interessant  ’obtencié  d’androstans  17B-(4’-metilpentanoil)-2’-
substituits (Figura 15). Aquest tipus de cadenes laterals difereixen de

I’analeg optim (‘la CS androstanica’) només per 1’abséncia del metil en Ho*

la posicio C24. A més, sintéticament aquest tipus de derivats presenten Figura 15
com a principal avantatge el fet que els productes de partida podrien

ser la D i L-leucina, comercialment assequibles.
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Pel que fa referéncia als grups funcionals a introduir en o de carbonil de la cadena lateral, es pensa en
primer lloc en la funcionalitat hidroxilica com a donadora de pont d’hidrogen i les funcionalitats azida,
fluor i cetona com a acceptores de pont d’hidrogen. A partir de ’avaluacio de les dades d’activitat d’aquests
analegs, es pretén establir si I’hidroxil en Cp; de la BL actua com acceptor o com a donador de pont
d’hidrogen en la interaccié BR-receptor.

Aixi mateix, [’obtencio i avaluacié de I’activitat d’analegs amb funcionalitat hidroxil, amina o azida
amb diferent configuracié en o de carbonil permetra estudiar la influéncia de les configuracions 2°’R i 2’S
en I’activitat dels analegs. Cal recordar que tots els BRs naturals presenten el diol de la cadena lateral en
configuracid 22R,23R, essent tots els analegs 225,235 sintétics. A més, BRs amb 22R,23R-diol mostren
sempre major activitat que els seus corresponents diastereomers 225,23S. Es pretén observar si se segueix la
mateixa tendéncia pels analegs androstanics (si els 2’R derivats mostren major activitat que els 2°S5).

També es pretén estudiar la importancia i influéncia del grup BOC en I’activitat de I’androsta 19, a
partir de I’obtenci6 d’analegs on el grup ‘butoxi es substitueixi per un metoxi.

Tanmateix i donat que aquesta no és la cadena optima degut a la manca de metil en la posici6é C24, es
creu també interessant obtenir un analeg BR androstanic sense cap tipus de funcionalitat en la posicid o de
carbonil de la cadena lateral per tal de poder extreure conclusions més estrictes sobre la funcionalitat a
introduir. Aixi mateix, es disposara de més dades per demostrar i corroborar la influéncia de 1’hidroxil en
Cy; en la interaccié BR-receptor i, conseqiientment, en ’activitat dels compostos.

A la taula segiient, es mostra un resum de les funcionalitats interessants d’ésser introduides en a de
carbonil, aixi com també la informaci6 que es pretén obtenir de cada un dels analegs sintetitzats:

X Objectiu

D’una banda, es prendra com a referéncia per als

objectius posteriors i de 1’altra, permetra

2’-H
constatar que la funcionalitat en a de carbonil és
imprescindible per a 1’activitat dels analegs
2’R-N;
2’R-F Corroborar que el 23R-OH actua com a donador
2°R-OH de pont d’hidrogen en la interaccié BR-receptor.
2’ceto-
2’R-NHCOOMe Estudiar la importancia del grup Boc de 19
2’S-N;
2’S-F Estudiar la influéncia de la configuracio
2°S-OH (2’R vs 2’S) en ’activitat

2’S-NHCOOMe

Taula 14

A continuaci6é es comentarda més detalladament cada un dels analegs que es pretenen obtenir. Es
mostraran les caracteristiques estructurals i les similituds de cada un d’ells amb la CS (2), mitjangant les
respectives superposicions. De cara a obtenir analegs amb una elevada activitat sera necessari no solament
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un elevat grau de solapament amb 2 sind també que les funcionalitats polars de 1’androsta siguin capaces de
formar ponts d’hidrogen amb el receptor. Aixi, per a un mateix grau de solapament, segons sigui el caracter
del grup en a de carbonil (donador o acceptor de pont d’hidrogen) es poder obtenir analegs actius o amb
activitat marginal en ésser avaluats en el RLIT.

Tenint en compte que, segons resultats obtinguts anteriorment en 1’equip, sembla ser que aquesta
funcionalitat actuaria com a donadora de pont d’hidrogen en la interaccié amb el receptor,''’ els 2’-azido,
2’-fluoro o 2’-cetoanalegs (acceptors de pont d’hidrogen) no haurien de mostrar activitat com a promotors
del creixement vegetal, mentre que s’hauria d’observar certa activitat pels 2’aminoderivats (donador de

pont d’hidrogen).

Es important destacar que es mostraran imatges de superposicions en 2D, fet que, en alguns casos pot
fer dificil apreciar les semblances o similituds dels diferents androstans amb 2.

5.2. Analegs androstanics proposats
5.2.1. Sense funcionalitat en o de carbonil

La Figura 16 mostra una superposicio entre la CS (2, en blanc) i 143 (en verd). Es pot observar com
143 és incapag de mimetitzar el 23R-OH de la BL degut a I’abséncia de funcionalitat polar en a de carbonil.

[0)

Lo

143

Figura 16

S’espera una activitat baixa o nul-la per aquest compost deguda a I’esmentada manca de funcionalitat
en o de carbonil. Tanmateix, s’aborda la seva sintesi per tal de prendre’l com a referéncia i poder atribuir la
possible activitat dels altres compostos a la funcionalitat en o de la cadena lateral (ja que sera la nica que
canviara respecte 143).

5.2.2. Funcionalitat cetona en o de carbonil

En la Figura 17 es pot observar la bona superposicié que es dona entre la castasterona (2, en blanc) i
I’analeg a-ceto éster 144 (en verd).

De tota manera, la hibridacié sp” (cetona) en o de carbonil de 144 provoca una distribucié espaial
més rigida i1 plana per els carbonis en ipso, o i B de la cadena lateral. Aquest fet condueix a petites
diferéncies en la superposicio entre 1’hidroxil en Cy; de 2 i el grup cetonic a C2’ de 144, aixi com també a
lleugeres diferéncies en la part terminal hidrocarbonada de la cadena lateral d’ambdoés compostos.
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[0)

Y

144 Figura 17

En el cas que el 23R-OH de la BL actués com a donador de pont d’hidrogen amb el receptor, tal i
com suggereixen estudis previs de I’equip,''” 144 hauria de ser inactiu en ésser avaluat en el RLIT.

5.2.3. Funcionalitat azida en o de carbonil O)S/\(
N

Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, es pretenen

obtenir i avaluar ’activitat en el RLIT dels azidoanalegs

145 i 146. HOY 2°S-N;:145
o) 2’R-N;:146

HO,

Tot i que la funcionalitat azida és forca emprada i comu en sintesi organica, es troben escasses
referéncies sobre el seu s en compostos bioactius.

Alguns azidoderivats com 147 i 148** i 149**' s’estan avaluant per a ser emprats en el tractament
d’algunes infeccions viriques o per accelerar la curacié de ferides obertes, respectivament. Tanmateix,
I’azidotimina 150 (AZT) és sens dubte D’exemple més destacat d’azidocompost amb aplicacid
farmacologica. Aquest es va desenvolupar com a agent anticancerigen el 1964, demostrant-se el 1985 que
presentava activitat antirretroviral front al VIH.*** Aprovat per la Food and Drug Administration dels EUA
el 1987, s’empra actualment en el tractament del virus de la SIDA (Retrovir® o Combivir®)

Cl O

\ NO, H
>_ N; N; N 0 HN

\>_ N,
ﬁ ﬁ MQ ﬁ
147 148 149 AZT (150)

Pel que fa referéncia a I’obtencié d’azidocompostos com a hormones de creixement vegetal, es troben
descrits alguns derivats d’auxines,*** de citoquininines,345 36 de Tacid abscicic,’ mimétics de
giberel-lines®*®

N COOH NHR o . Moo
I\\ A N A I‘i> o: XN, N 7<:>
ZZaN N N NC N oc
H ’ H 0 0 “NH,
azidoauxines azidocitoquinines acil azido derivat de I’acid abscisic = azidomimeétic de giberel-lines
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La majoria d’aquests azidoderivats es van sintetitzar amb la finalitat d’identificar el receptor biologic
mitjancant técniques de marcatge per fotoafinitat: després de tenir lloc la uni6é entre el receptor i els
azidoderivats, aquests s’activaven fotoquimicament, forgant la reacci6 amb les regions veinals del lloc
d’unio.

Quan aquests azidocompostos s’avaluaven en el bioassaig de la mongeta, del tabac, del pésol, del
gira-sol o del blat, mostraven activitats equivalents o superiors a la dels corresponents promotors del
creixement naturals.

1.40 A
Els principals inconvenients d’introduir la funcionalitat azida en BRs {8
androstanics es centren en la diferéncia de geometria (coplanar) i volum respecte 5 3¢ A EIS N
I’hidroxil (Esquema 58), aixi com també en la dificultat de modelitzacié6 molecular I
d’aquest grup. NO
Esquema 58

No es pot oblidar que el volum del grup azida és molt superior al de I’hidroxil, fet que pot fer excedir
el volum d’exclusio (obtingut en I’equip mitjangant la superposicio de la geometria de les conformacions
137), provocant una davallada important en I’activitat si
I’hidroxil substituit actua com a acceptor de pont d’hidrogen.

actives dels BRs avaluats que han resultat ser actius

De tota manera, tenint en compte els referents bibliografics anteriorment esmentats i, sobretot,
I’elevada activitat mostrada en el RLIT per alguns azidoanalegs BRs obtinguts anteriorment en I’equip a C2
i C3,""7 on els hidroxils actuen com a acceptors de pont d’hidrogen, suggereix una bona interaccié amb el
receptor. Es creu interessant la sintesi i avaluacié de I’activitat de 145 i1 146, la qual és previsible que sigui
nul‘la si el 23R-OH actua com a donador de pont d’hidrogen en la interaccié6 BR-receptor.

5.2.4. Funcionalitat metoxicarbonilamina en o de carbonil

0
Y
Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, fins a 1’actualitat, 19 ¢és HN
I’analeg BR androstanic que ha mostrat, a I’equip, una major activitat en el 4, O)=0
RLIT.""® L’activitat de 19 en el RLIT, de la mateixa manera que per la resta HOV )L

d’analegs, podria estar relacionada amb el fet que aquest analeg androstanic 19 0
sigui capag¢ de mimetitzar les diferents regions hidrofiliques de 2.

En realitzar un alineament flexible entre la castasterona (en blanc) i 19 (en verd), sorprenentment, es
generen dos conformers prou estables energéticament (conformer a i conformer b) de 19:

Figura 18: conformer a
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Figura 19: conformer b

Es pot observar com el diol 2a,3a de la CS (2) es superposa prou bé amb la funcionalitat 20,3 a-diol
de 19, per ambdos conformers. En canvi, el diol 22R,23R de la CS (2) es superposa de manera diferent per a
cada un dels dos conformers.

En un d’ells (conformer a, Figura 18), el 22-OH de 2 és mimetitzat pel grup carbonilic de 19 i el 23-
OH de 2, pel grup aminic de 19. Es pot observar com les cadenes laterals d’ambddés compostos es
col'loquen de manera similar, amb un alt grau de superposicié. En aquest conformer, perd, el grup
‘butoxicarbonilic se situa molt allunyat de la cadena lateral de 2. Sembla que el gran volum i la disposici6
espaial d’aquest grup pugui estar dificultant la interaccié de I’analeg amb el receptor degut a possibles
impediments esterics.

En P’altre conformer (conformer b, Figura 19), els grups funcionals que se solapen amb el 22R,23R-
diol de 2 canvien. Aixi, en aquest cas, és el 22-OH de 2 el que és mimetitzat pel grup aminic de 19 i el 23-
OH de 2, pel grup NHCO. S’observa també com la cadena lateral de 2 se superposa ara amb la funcionalitat
‘butoxicarbonilica de 19, quedant, en aquest cas, la cadena lateral de 19, allunyada de 2.

Per tal d’aprofundir en el coneixement de la influéncia del grup protector de 1’amina, es decideix
sintetitzar compostos que difereixin de 19 per tenir un grup metoxicarbonil enlloc del ‘butoxicarbonilic i, a
la vegada, amb diferent configuracié del substituent (compostos 151 i 152).

En realitzar les superposicions d’ambdoés compostos amb la CS (2), sorprenentment, i a diferéncia
que per a 19, el conformer més estable per a cadascun d’ells correspon al tipus a de 19, no detectant-se
I’altre en els 30 primers conformers més estables. En la Figura 20 i Figura 21 es pot veure la superposicid
entre la CS (2, en blanc) i aquest conformer dels analegs 151 i 152 (en verd), respectivament:

Ay
HN_
COOMe
HOy,
HO"'
151 o
Figura 20
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HO.,
HOV'

152

Figura 21

Es pot observar com, per a I’analeg 151 (2°’R-NH-COOMe), el 22-OH de 2 ¢és mimetitzat pel grup
carbonilic de 151 i el 23-OH de 2, pel grup aminic de 151. Les cadenes laterals d’ambdds compostos es
col-loquen de manera similar i el grup metoxicarbonilic de 151, allunyat de la cadena lateral de 2

En el cas de I’analeg 152 (2°S-NH-COOMe), les funcionalitats polars se superposen de manera
similar que per a 151 (el 22-OH de 2 amb el carbonil de 152 i el 23-OH de 2 amb I’amina de 152), perd no
s’observa solapament ni de la cadena lateral ni tampoc del grup metoxicarbonilic de 152, una dada més a
favor que el canvi configuracional del carboni en o del carbonil (analeg 151 vs 152) provoca una notable
disminucio en el grau de solapament.

Tot i esperar-se una baixa activitat per a 152, es creu convenient sintetitzar tant 151 com 152, per aixi
corroborar la validesa del métode computacional emprat en la superposicié i seguir aprofundint en el
coneixement del receptor.

5.2.5. Funcionalitat hidroxil en a de carbonil

Tal i com s’esperava, I’analeg 153, amb configuraci6 2°R-OH, pot adoptar una conformaci6é semblant

a la de la castasterona (2, en blanc), obtenint-se un bon solapament tant de les funcionalitats polars (22R-
OH de 2 amb el carbonil de 153 i 23R-OH de 2 amb el 2’R-OH de 153) com també, de les regions
hidrofobiques (cadenes laterals) d’ambdos compostos.

0
O)H/Y
ngjé OH
0
Figura 22

Quan la configuracié en o de carbonil és S (154), les funcionalitats polars semblen superposar-se de
la mateixa manera que per a 153. En canvi, pero, s’observa un descens en el grau de solapament de les parts
terminals d’ambdues cadenes laterals degut a la configuracio S en a de carbonil (aquestes diferéncies
s’aprecien millor en observar el solapament en 3D)
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HO,,

HO

154

Figura 23

L’avaluacio de I’activitat d’ambdds compostos (153 1 154) sera un altre exemple que ens permetra
obtenir informacio6 sobre la influéncia de la configuraci6 en o de carbonil en ’activitat.

5.2.6. Funcionalitat fluor en a de carbonil

La introduccid del fluor organic pot modificar la resposta biologica, esdevenint una bona estratégia
per el desenvolupament de nous i efectius agents biologica, farmacologica i medicinalment interessants.

Nombrosos fluorocompostos han estat desenvolupats fins el moment. Molts d’ells son emprats
actualment com a farmacs inhibidors d’enzims, antitrombotics, agents anticancerigens (com 155), antivirics
(156), antibacterians (157), antimalaria (158), agents antifingics (159), antidiabétics, agents amb accid
sobre el sistema nervios central: antidepressius (fluoxetina, 160 Prozac, Lilly), pel tractament de
I’Alzheimer, i també com a antiinflamatoris, anestésics, pel tractament de la hipertensid, algunes ulceres,
I’artritis reumatoide, la fibrosi quistica, I’emfisema pulmonar, la SIDA ...

En alguns d’ells, el fluor s’ha introduit per substitucié d’un H pero en altres, per substitucié d’un OH.
S’ha comprovat, en molts casos, que la introduccido de la funcionalitat fluor augmenta 1’estabilitat dels
compostos bioactius, allargant-ne la seva vida mitja.

NH,
N~ O-N T
| \ | F COOH
é\ F,C |
0 "N W/’ N
. o o ‘/\ N N
O X
F HN
HO ‘OH
155 156 157

158 159 160
Esquema 59
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Igualment, es troben forga referéncies sobre 1’aplicacié de fluorocompostos com a hormones del

creixement vegetal. S’han descrit alguns fluorofosfonats de metil,”*® auxines fluorades analogues de 1’acid
351-354 355,356

o fluoroderivats de ’acid abscisic...

indolacétic

)
MeO 1|

MeO
Cl

Fluorofosfonats de metil Derivats de I’acid indolacétic Analegs de I’acid abscisic

Esquema 60

Aquests analegs han estat dissenyats per tal d’evitar oxidacions enzimatiques, inactivacions
metaboliques... que condueixen a la degradacid dels compostos. La majoria d’ells han mostrat una elevada
activitat com a promotors del creixement vegetal en diversos bioassaigs (el de 1’arrds, de la col, de
I’enciam...)

Aixi doncs, tal 1 com s’ha comentat anteriorment, s’abordara la sintesi i avaluacido de ’activitat
d’analegs androstanics amb funcionalitat fluor en a de carbonil.

La substitucié d’un hidroxil per fluor comporta escasses modificacions estériques, fet que facilita la
interacci6 entre la biomolécula fluorada i el receptor.

En principi, factors com els mecanismes de transport o el reconeixement enzimatic no es veuran gaire
afectats, mentre les propietats fisicoquimiques de la molécula es veuran alterades degut al canvi en
I’electronegativitat i en la capacitat de formacié de ponts d’hidrogen (el fluor només pot actuar com a
acceptor) de la nova funcionalitat.

A continuaci6é es mostra la superposicié entre la CS (2, en blanc) i 1’analeg 161 (en verd). El baix
grau de solapament entre ambdos compostos (tant de les funcionalitats polars com de la part hidrofobica) és
deu probablement a les caracteristiques (acceptor-donador de pont d’hidrogen, carrega...) que el propi
programa MOE, amb el qual s’han realitzat les analisis conformacionals, assigna a I’atom de fluor.*”’

Figura 24

S’espera una baixa activitat per a 161 en cas que el 23R-OH actui com a donador de pont d’hidrogen
en la interaccido BR-receptor.
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5.3. Sintesi d’acids carboxilics (cadenes laterals)

Per tal d’obtenir els analegs androstanics anteriorment esmentats, s’haura d’esterificar 1’esquelet
androstanic 96 amb els diferents acids carboxilics.

0
O o
OH + HO
O
X
O, HO.,
— X
oV HO'
(6]
Esquema 61

Caldra, per tant, una etapa preévia de sintesi d’aquests acids (cadenes laterals), aixi com també les
proteccions dels grups funcionals d’aquests, en cas de ser necessaries.

163 ©

5.3.1. Acids carboxilics comercials

162,163, 168 1 174 son acids carboxilics comercials

que s’empraran per la posterior etapa d’esterificaci6 directament. )J\‘/\( )J\/\l/
174 ©

) . 168 OH
5.3.2. Sintesi d’ a-azidoacids

L’obtenci6 dels acids 2R-azido-4-metilpentanoic (164) i 25-azido-4-metilpentanoic (165) es pot dur
a terme a partir dels dos enantiomers de la Leucina.

Aquesta transformacio es pot realitzar mitjangant una reaccié amb retencié de configuracio, o amb
inversi6 de configuracio, tipicament per una reacci6 de substitucid nucleofila tipus Sy2.*%*>

% 0
(a)
HOJW —_— HOJJ\‘/Y (a) Reaccions amb
NH, N; retencid de configuracid
D-Leu (166) (b) 164 (b) Reaccions amb
o) o inversio de configuracio
NH, @ HO™ X
N
L-Leu (167) 165

Esquema 62

En quant a les reaccions amb inversio de configuracio, prenent com a exemple 164, caldria per a
obtenir-lo, transformar el grup amino de la Leucina en grup hidroxil, activar-lo via messilat i, finalment, dur
a terme la substitucid nucleofila Sy2 (Esquema 63). L obtencioé de 165 s’aconseguiria d’una forma similar
partint de 166. Seguint aquesta metodologia, a I’equip, s’han sintetitzat amb éxit nombroses azides.'''"’
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0 0 0 0

e S I

NH, OH OMs N,
167 168 169 164

Esquema 63

Per altra banda, es pot abordar la sintesi dels azidoacids 164 i 165 en un sol pas mitjangant reaccions
amb retenci6 de configuracid, directament a partir de I’o-aminoacid corresponent 166 i 167.%%°>%

Ruff et al., el 1965,°** van ser els primers en descriure el pas d’amines primaries directament a azides
per I’accié d’una solucié de trifluorometansulfonilazida (Tf-N3). Més endavant, Roberts et al., el 1981,%%
van aplicar aquest reactiu a la transformacié del grup amino de diferents aminoacids a azidoacids. Es va
observar que la transformacié del grup amino a azida mantenia I’estereoquimica, amb perdues de puresa

optica no superiors al 5%.

Wong et al., el 1996,>* van millorar els rendiments obtinguts per Roberts (entre el 40 i el 70%)
introduint en el medi de reaccio sals de cations metal-lics (Cu®*, Ni**, Zn>"). Aquests actuen com a acids de
Lewis activant la Tf-N; per a que tingui lloc una reacci6 de transferéncia d’un grup diazo, via atac nucleofil
del grup amino de 1’aminoacid, essent el Cu®* el més eficient:

e}
o

N \
i) N
N N
NN T
\O |
IN F;C=S=0
F;C—S=0 0
o Esquema 64

Per a la sintesi de 164 i 165, s’utilitza la metodologia proposada per Wong®® ja que permet estalviar
dos passos sintetics, t€ un elevat rendiment i rendeix un producte d’elevada puresa optica. A més, la seva
sintesi esta descrita amb éxit exactament sobre els mateixos substrats d’interés, les L i D Leucines.®®

Aquesta metodologia consisteix en dues etapes. En la primera d’elles, es prepara la solucié de Tf-N;
en CH,Cl,, in situ, a partir de NaNj i anhidrid trifluorometansulfonic (Tf,0) en relacié 5:1 i s’agita la
mescla a temperatura ambient durant 2 h. En la segona etapa, a 1 eq de la solucié de Tf-N;, recentment
preparada, s’afegeix el substrat dissolt en H,O (basificada amb Na,CO;) i quantitats catalitiques de CuSOs,.
S’homogenitza la mescla amb MeOH i es deixa reaccionar durant 18 h a temperatura ambient.

Cal destacar que el reactiu Tf-N; és explosiu quan es porta a sequedat. Per aquesta rad, sempre
s’aplica en una soluci6é de CH,Cl,.

Aixi, seguint la metodologia proposada per Wong®® (pero preparant la solucié de Tf-N; a 0 °C per
reduir els riscos de la reaccio), 165 s’obté a partir de L-Leu (167) amb un rendiment del 61%, essent aquest
lleugerament inferior al 67% descrit a la bibliografia.”®® La rotaci6 optica de 165 és de [a]™’= -26.5° a ¢ 4
en MeOH.
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De la mateixa manera, 1’azidoacid 164 s’obté a partir de D-Leu (166) amb un rendiment del 59%,
essent la seva rotacio optica /o]’ =+26.5° a ¢ 3.5 en MeOH.

La coincidéncia entre el valor absolut de [/, de 164 i 165 indica que tenen la mateixa puresa
optica.

Tot i que els valors de rotacié dptica son inferiors als descrits (/™" = +36.2° a ¢ 1.13.% per a 164),
el fet que ambdos isomers presentin el mateix valor amb signe oposat i, considerant, a més, el mecanisme
de la reaccio, fa suposar que 164 i 165 s’han obtingut enantiomericament purs. La confirmacié d’aquest fet
vindra donada per 1’ancoratge de les cadenes laterals sobre 96, on, si les cadenes son enantioméricament
pures, rendiran un sol producte d’ancoratge cada una.

5.3.3. Sintesi d’ o-metoxicarbonilaminoacids

La sintesi dels carbamats del tipus 170 i 171 es pot dur a terme seguint el procediment de Schotten-
Baumann,*®’ per tractament dels grups aminics amb cloroformiat de metil. Aquestes reaccions sén forca
exotérmiques i solen tenir lloc en medi basic aquoés (emprant NaOH o Na,CO;) per tal de retenir 1’acid
clorhidric alliberat. S’obtenen amb ¢xit els corresponents N-metoxicarbonilaminoacids amb rendiments

d’entre el 76 i el 99% i amb excessos enantiomérics superiors al 98%.%>7
0 0
B T
NH, HI\I
COOMe
D-Leu: 166 2R: 170
L-Leu: 167 2S: 171

Esquema 65

Aixi, doncs, dissolucions aquoses de 166 o 167 i NaOH es tracten amb cloroformiat de metil a -3 °C
durant 15 h. Després d’acidificar la fase aquosa (pH < 2) i extreure amb AcOEt s’obtenen 170 i 171 purs i
amb rendiments del 90 i 82%, respectivament.

5.3.4. Sintesi d’ o-hidroxiacids

5.3.4.1. Sintesi del 2S-hidroxiacid 168

Si bé, 168 és comercialment assequible, el seu cost economic és for¢a superior a I’aminoacid 167,
motiu pel qual es decideix assajar la seva sintesi abans d’adquirir-lo directament.

La conversio de grups amino a grups alcohol, és molt habitual en quimica organica i esta ampliament
descrita a la bibliografia.”’**"" La reaccié es duu a terme en medi aquos, utilitzant NaNO, i amb catalisi
acida

0 0

NaNO, /H"
HO™ Y —— HO™ Y
NH, OH
167 168

Esquema 66
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Donat que la hidroxilacié té lloc mitjangant la formacio de la sal de diazoni i posterior substitucio
d’aquesta per un hidroxil a través d’un mecanisme Sy1, no es pot garantir a priori la puresa Optica del
producte obtingut.

En efecte, el tractament de L-Leu (167) amb acid sulfuric 4N i NaNO, en lleuger excés a 0 °C rendeix
un cru on 168 és el producte majoritari, valorat per 'H-RMN.

Degut a la dificultat de purificaci6 d’aquest hidroxiacid, aixi com també a la impossibilitat
d’assegurar la seva puresa enatiomerica, es decideix adquirir directament el producte comercial.

5.3.4.2. Proteccio del 2S-hidroxiacid 168

En aquest cas, és necessaria la proteccio previa de I’hidroxil de 168 per tal de no competir amb I’OH
a C17 de I’esquelet androstanic 96 durant 1’etapa d’esterificacio.

La introduccié d’un grup protector en la molécula implica dos etapes més de sintesi, proteccio i
desproteccio, que han de tenir la minima incidéncia en el cost total de la sintesi. Tant en la introduccié com
en I’eliminacié del grup protector, la reaccid s’ha de donar en condicions suaus, rendiments elevats i

selectivament.

Per tal d’escollir el grup protector idoni en aquesta sintesi, cal tenir en compte el medi en que es

o
M
OH

desenvolupara la reacci6 d’esterificacio i la desproteccio posterior.

HO+,

HO''

153 ©
Esquema 67

L’ancoratge de la cadena lateral es fara en medi neutre, per tant, aquest factor no sera important a
I’hora de triar el grup protector. Pel que fa a la posterior desproteccid, cal tenir en compte que 96 t€ una
funcionalitat acetal a I’anell A.

Per evitar un pas sintétic, es tria un grup protector que es desprotegeixi en les mateixes condicions
que el grup isopropilidendioxi i, al mateix temps, no afecti el grup ester format a ’etapa d’ancoratge.

En conclusid, donat que I’acetal es trenca en medi lleugerament acid i que I’enllag éster s’hidrolitza
en un medi fortament acid, es busca un grup protector per 1’hidroxil que sigui desprotegit en un medi acid
suau.

A P’equip s’ha treballat molt amb el grup acetat per protegir hidroxils,''*"'*’

perd les condicions de
desproteccio acides emprades (5% d’HCI en MeOH) provoquen també la hidrolisi del grup ester, cosa que

disminueix molt el rendiment de la desproteccio.
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Emprant DHP

El grup tetrahidropiranil (THP) és ampliament emprat per a la proteccié d’hidroxils formant el
tetrahidropiranil éter *7*"
s’ha fet servir nombroses vegades.

aixi com per protegir el mateix grup en a-hidroxiacids.*®**' També a 1’equip
119,120

L’acetal tetrahidropiranil format €s estable en preséncia de bases i agents oxidants, essent facilment
desprotegit per tractament lleugerament acid, en condicions més suaus que els grups ester. Es d’esperar, per
tant, que es redueixi la quantitat d’hidrolisi de I’enllag éster esmentat. A més, en aquestes condicions, tamb¢é
es desprotegeix 1’acetal de 1’anell A de I’esteroide.

Resulta doncs, un grup protector adient per la posterior esterificacié de Yamaguchi.*** En aquesta,
s’empren dues bases, la trietilamina i la dimetilaminopiridina, en quantitats catalitiques on les condicions de
reaccio son molt suaus.

Emprant aquest grup protector, s’esperen en principi bons rendiments en la desproteccioé del grup
hidroxil. Per altra banda, s’ha trobat a la bibliografia que la proteccié d’hidroxiacids equivalents a 168

sembla no donar subproductes, com podria ser I’éster tetrahidropiranilic corresponent.*****!

Tenint en compte tot I’esmentat, s’escull el grup protector THP per a I’hidroxil en o del carbonil de
168. Per a obtenir 172, s’han trobat dues metodologies que utilitzen DHP pero difereixen en el catalitzador
emprat. Riguera et al**°
toluensulfonat de piridini (PPTS). Es decideix provar ambdos metodes:

utilitzen PTSA com a catalitzador, mentre que Olsen er al*®' utilitzen p-

0 0
)J\/\l/ a) DHP / PTSA )J\/\l/
HO™ Y — 3 HO” Y
OH b) DHP / PPTS OTHP
168 172 Esquema 68

El tractament de 168 amb DHP emprant com a catalitzadors PTSA o PPTS genera, en ambdds casos,
un oli molt dens i de tonalitat fosca. Després de purificar per cromatografia flash el cru de reaccio,
s’observa, per 'H-RMN, la formaci6 d’ésterstetrahidropiranilics, aixi com també la polimeritzacié del DHP
generant dimers, trimers... que també es troben ancorats a 1’acid 168 un cop purificat.

Per tal d’evitar la formacié d’aquests esters tetrahidropiranilics, seria convenient la prévia proteccid
de I’acid. Aquest fet augmentaria en dos (proteccio i desproteccid) els passos de 1’estratégia sintética, motiu
pel qual es desaconsella 1’us d’aquest grup protector.

Emprant Ac,0

Degut a la dificultat de protegir selectivament el grup hidroxilic front a I’acid emprant DHP i,
considerant que seria interessant aconseguir I’esmentada proteccid de 1’hidroxil sense prévia proteccio de
I’acid, es creu convenient assajar la proteccio via acetat.

El principal inconvenient d’aquest grup protector resideix en el fet que les seves condicions de
desproteccio son similars a les de la hidrolisi de I’éster androstanic (medi acid). Per tant, caldra controlar
molt acuradament les condicions a fi d’optimitzar la formacié del compost d’interes.
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383,384

Seguint una de les metodiques més emprades per a la introduccié del grup acetoxi, es tracta 168

amb anhidrid acétic en preséncia de piridina i emprant 4-pirrolidinpiridina com a catalitzador.

S’obté 173 amb rendiment quantitatiu i amb una puresa suficient com per a ser emprat en el proper

O O
Ac,O/PPy
HO Y —>» HO Y
OH OAc

pas sintetic.

173
168 Esquema 69
5.3.4.3. Proteccio del 2R-hidroxiacid 174
0 0
)H/\l/ Ac,0/PPy JW
HO ——>» HO
OH OAc
174 175 Esquema 70

De la mateixa manera que per a la sintesi de 173, 174 es tracta amb anhidrid acétic en preséncia de
piridina i emprant 4-pirrolidinpiridina com a catalitzador, obtenint-se 175 d’elevada puresa i rendiment
quantitatiu.

5.3.5. Sintesi de I’ a-fluoracid 176

Una de les metodiques més emprades i descrites en la bibliografia per a 1’obtencié d’oa—fluoroacids
quirals parteixen del corresponent a—aminoacid i, mitjangant reaccions de substitucié amb retencid de
configuracio, s’obtenen amb éxit els a—fluoroacids d’interés.

Fins a la década dels 60, un dels agents fluorants més comuns era I’HF anhidre pero, degut a la seva
perillositat i a la dificultat en la manipulacio (punt d’ebullici6 de 19.6 °C), s’han anat desenvolupat

solucions estables de HF en THF*®?% o bé en amines,””* amides,”>"' esters,*” fosfines,’”* alcohols*”...
De tota manera, 1'is de polifluorur d’hidrogen en Py ha estat des de finals dels anys 70,° I’agent més

emprat per a realitzar aquest tipus de reaccions.

Al 1979, Olah et al.* descriuen que les solucions estables que forma la Py amb HF anhidre contenen
9 equivalents de I’acid per un equivalent de Py (70% HF v/v, 30% v/v Py) i son estables fins a 55 °C. A
més, el polifluorur d’hidrogen es troba en equilibri amb petites quantitats d’HF lliure, podent ser emprat
com a font d’acid fluorhidric liquid. Aixi, aquests mateixos autors, empraren aquest agent per a introduir
funcionalitats fluor a través de substitucions de grups hidroxil, addicions sobre alquens (hidro-, halo- i
nitrofluoracions), i també, substitucions de grups amino per fluor.

Pel que fa referéncia a aquestes ultimes, la sintesi de 2-fluoroacids a partir dels corresponents
o—aminoacids va ser assajada amb éxit a través de la formacié de la sal de diazoni amb nitrit sodic a 0 °C i

posterior substitucid nucleofila emprant HF—Py.3 95-399

Posteriorment, Keck e al.***"". i Olah e al.*** obtingueren per aquesta mateixa reaccio, la formacid
de p—fluoroacids a part dels a—fluoroacids esperats, atribuida a reordenaments totals o parcials:
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R, COOH R, COOH R, COOH R, COOH
HF-Py > < > <
—_— + +
R, NH, R, F F R, F R,
Esquema 71

Les proporcions entre els tres isomers depenia no solament de 1’aminoacid sobre el que es realitzava

400,403

la reaccio (influéncia de la cadena hidrocarbonada en la reaccid) sind també de la relacio HF-Py

emprada, aconseguint-se evitar I’esmentat reordenament disminuint I’acidesa del medi (HF-Py 48-52%).*”

En canvi, ni el temps de reaccio (1-24 h) ni la concentracié d’aminoacid (0.4-1.0 M) semblava influir en les

proporcions dels compostos formats.*"

Tanmateix, no va ser fins ’any 1981 quan [D’estereoselectivitat d’aquesta reaccid va adquirir

404
IO

importancia. Aixi, Fustini ef al.™" establiren el seu mecanisme:

R COOH COOH
C\ H \
DA oy, . Sc-oH ,
‘2 —> >/ —> ",
HN H NaN02 ! q 3

X Esquema 72

Degut a la preséncia del grup carboxilic terminal, s’assegura la retencio de configuracié de la reaccio
de substitucio, no detectant-se racemitzacié en 1’o—fluoroacid format. Cal esmentar que si la reaccid
s’aturava amb H,0 abans que finalitzés, s’aconseguia aillar el corresponent 2-hidroxiacid (X = OH), fet que
corroborava el mecanisme proposat.

Aquesta sintesi d’a—fluoroacids emprant HF-Py i mitjangant formacié de la sal de diazoni amb
NaNO, a 0 °C ja s’ha assajat amb ¢&xit sobre diferents o—aminoacids, com son ’acid 2-

395 amd

aminobutanoic,’”**4% la valina,*******"" la leucina,’”>****%® la fenilglicina,409 tirosina,™” treonina,
395410 395411412 393401 2 _amino-3-ciclohexilpentanoic,*

acid 2-aminopentanoic...*”® amb rendiments que oscil-len entre el 14 i el 75%.

aspartic, acid glutémic,3 > alanina, fenilalanina,

isoleucina, %47
Aixi doncs, seguint la metodologia descrita per Percec et al.,*® es dissol la D-leucina (166) en Py i
HF-Py comercial (70-30%) per tal d’aconseguir un medi HF-Py 48/52. A continuacid s’addiciona lentament
ia 0 °C el NaNO,, per aixi formar la sal de diazoni, susceptible de patir substitucié nucleofila per 1’anié
fluorur. Després de 6 h de reaccio a t.a., es dilueix amb H,O i es realitzen extraccions amb éter i AcOEt.

S’obté un cru que cont¢ una barreja del 2-fluorocompost d’interés 176 1 1’acid
2R-hidroxi-4-metilpentanoic (174), en una proporci6 80:20, identificada mitjancant espectres de 'H-RMN.

O HF-Py (6] (6]
48-52 %
e
NH, F OH
166 176 174 Esquema 73

Es calcula un rendiment per a 176 del 53% (superior al descrit'™ del 24%), pero el seu aillament de
174 no ha estat possible ja que per CCF no és possible visualitzar cap dels dos compostos formats, ni a 254
nm, ni emprant H,SO, com agent revelador, ni verd de bromocresol, ni tampoc emprant dissolucié d’acid
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fosfomolibdic, fet que impossibilita la seva purificacié cromatografica. Aquest fet dificulta molt el
seguiment de la reaccid i la possible separacid cromatografica. A més, en cap de les referéncies
bibliografiques consultades es troba descrita una metodologia per a separar ambdos compostos. >4 Eg

per aixo que es decideix emprar aquest cru en la segilient reaccio6 sense realitzar cap tipus de purificacio.
5. 4. L’etapa d’esterificaci6

L’etapa d’esterificacid entre 1’esquelet androstanic 96, i les diferents cadenes laterals (acids
carboxilics) sera una de les etapes claus en la sintesi d’analegs brassinoesteroidals. Es per aixd que es
decideix aprofundir en el seu estudi.

o o

OH+HO

O/I

O\‘ O\‘
Esquema 74
En general, la sintesi d’¢ésters pot ser classificada en tres categories:

= Directa
=  Via activacid de 1’alcohol
= Via activacid de 1’acid carboxilic

5.4.1. Esterificacio directa

Si bé, I’esterificacié de Fischer era un dels métodes més comuns, les drastiques condicions de reaccid
(elevades temperatures en medi fortament acid) la fan inviable per a la majoria de substrats, fet que va
provocar el desenvolupament d’altres metodologies per a dur a terme esterificacions directes.

L’us de sals de metalls com el Ti(IV),*** Sn(IV),"'**"* Hf(IV),*"*** zr(1v),*"? A1** B**4%
catalitzen la condensaci6 directa i eficient entre un alcohol i un acid carboxilic en quantitats equimolars i
sense ser necessaria una activacio prévia.

Aixi, per exemple, esta descrit 1’ts de TiCly i TiCl(OTf); com a catalitzadors de reaccions
d’esterificacid entre un alcohol 1 un acid carboxilic en preséncia de TMSCI o tetramers ciclics de
dimetilsiloxa, respectivament. S’obtenen rendiments d’esterificacio entre el 50 i el 99% pero algunes d’elles
es realitzen a temperatures superiors als 50 °C.

Recentment i després d’estudiar I’efecte catalitic d’algunes sals de diversos metalls, Ishihara er al.*"”
conclogueren que els clorurs i alcoxids d’hafni (IV), més estables que les corresponents sals de Ti(IV),
semblaven ser els més eficients per a catalitzar amb éxit reaccions d’esterificacio.

De tota manera, els baixos rendiments obtinguts en la majoria dels casos estudiats, semblen
desaconsellar-ne el seu us per a la sintesi d’analegs androstanics.
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5.4.2. Activacio de [’alcohol

Consisteix en ’atac nucleofil del grup carboxilat sobre halurs d’alquil o hidroxils activats en forma
de bons grups sortint (com sulfonats).

El fet que 1’esquelet androstanic sigui el reactiu limitant (cost més elevat) va fer descartar aquesta
via d’esterificacid, creient-se més interessant activar 1’acid carboxilic (cadena lateral) 1 reduint aixi, el
nombre d’etapes sintetiques sobre I’esquelet.

5.4.3. Activacio del grup carboxilat

5.4.3.1. Activacio amb BOP-CI

Cl
Un dels agents activants del grup acid ¢és el clorur de 1’acid bis[2-0x0-3- ‘/\N—II’—N/\l
oxazolidinil]fosfinic (BOP-CIl, 177), emprat per primer cop per Diago-Meseguer et OX( b' O)fo
al. ***° I’any 1980. Obtenien 1’¢ster etilic, amb rendiments del 97%. 0 177

Posteriorment i fins a I’actualitat, aquesta reacci6 s’ha utilitzat per a la sintesi de tot tipus d’esters,*”
2 amb rendiments que solen oscil-lar entre el 40 i el 70%.

433
7

Algunes variants d’aquest métode empren derivats halogenats de 177 o bé substitueixen el clorur

. | . 433,434
per hexafluorofosfats de derivats fosfonics de triazole.™

5.4.3.2. Activacio amb clorurs de cloroamidini

\N+/
. 1 . 1 . cr g N
Un altre agent activant del grup carboxilic per a realitzar la reaccié d’esterificacio és n 7/
. e . , Cl=C-=N
el clorur de N,N,N',N'-tetrametilcloroformamidini (178) o derivats d’aquest (com ¢és el A\
clorur de 2—clor0—1,3—dimetilimidazoli),435 emprats amb exit per a la sintesi de lactones,*® 1C71 g
pero dels quals es disposa d’escassa bibliografia.
5.4.3.3. Via clorur d’acid
OH
Tot i que, a I’equip I’activacié via clorur d’acid es va emprar amb bons
resultats sobre substrats esteroidals,''”'° Palliberacié de HCI en el medi de reaccio, ><O"
incompatible amb la preséncia del grup dioxola de 96, en descarta el seu ts com a oV
0

metode d’activacio. 92
5.4.3.4. Esterificacio de Mitsunobu
La reacci6 de Mitsunobu consisteix en la conversié dels grups hidroxilics en altres grups

funcionals, com els esters, a través de 1’s de trifenilfosfina i azodicarboxilat de dietil (DEAD).
descarta el seu us pel fet de donar-se una inversié de configuraci6 de 1’alcohol i, també, per la dificultat

437440 g oo

d’eliminar els oxids de trifenilfosfina formats.
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5.4.3.5. Esterificacio de Steglich

Actualment, ’esterificacié de Steglich*!'**? és ampliament emprada per a la sintesi d’ésters. Aquesta
es realitza amb N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) i 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) com a
catalitzador i1 presenta com a principal avantatge la possibilitat de treballar amb medis neutres i amb
dissolvents aprotics.

(0] I o) —a | _/<N
(0]
R)LO'H N - RJJ\O_ o —> 0= NH
N2 RO
NH /0\ (Y NH N
DHU R' R 7+ o
R)LO_R, SLULE R)J\B/ . oiNH of 7 O=<NH
o | o= NH ———>
O-acilurea ( ]\q;a(r:ilélrezti )
(anhidrid mixte) subproducte

Esquema 75

L’intermedi O-acilurea, amb una reactivitat semblant al corresponent anhidrid de 1’acid, es forma per
reaccio entre la DCC i I’acid carboxilic. L’alcohol ataca, posteriorment, I’acid activat, obtenint-se la
diciclohexilurea (DCU) estable i I’éster d’interés. Es possible detectar, pero, les N-acilurees, subproductes
formats per la migracid lenta del grup acil i molt dificilment eliminables.

A la practica, aquesta reaccié condueix a la formacié d’ésters sense cap tipus de problemes sempre i
quan s’addicioni aproximadament un 5% de DMAP. Sembla ser que aquesta reacciona amb 1’intermedi O-
acilurea conduint a una amida reactiva que rapidament reacciona amb 1’alcohol. La DMAP, actua, per tant,
com un agent de transferéncia de grups acil.**

Algunes variants d’aquesta reaccid consisteixen en substituir la DCC per

diisopropilcarbodiimida (DIC)*** o per la carbodiimida 179.** D’aquesta WLO 0>(
manera, les urees formades com a subproducte son més solubles en H,O i aixi, O\)\/NzczN 0
meés facilment eliminables. 179

Amb la finalitat de disminuir la formacié de les N-acilurees, subproductes no desitjats en la reaccio
d’esterificaci6 de Steglich, Boden et al.**® desenvoluparen una altra variant emprant DMAP-HCI
(esterificacio de Keck). L’addici6é d’aquest agent de transferéncia de proté no solament permetia treballar
en menors concentracions d’acid i d’alcohol, sin6 també minimitzava la formacio de les urees.
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Degut a les extenses i variades referéncies bibliografiques de les que es disposa sobre ’aplicacio de
I’esterificacio de Steglich per a tot tipus de substrats organics, es decideix provar aquesta reaccio per a la
sintesi d’analegs androstanics.

5.4.3.6. Esterificacio de Yamaguchi

Des de la seva primera publicacio, I’any 1979 (Inanaga et al.**

Yamaguchi ha estat molt aplicada per a la sintesi d’¢sters a partir d’acids carboxilics i alcohols.

) fins a I’actualitat, la reaccio de

Consisteix en dues etapes consecutives: la formacido de I’anhidrid mixt de 1’acid carboxilic i la
posterior alcoholosi d’aquest.

La primera etapa consisteix en activar el grup acid de la cadena lateral mitjancant la

cocl
formaci6 de I’anhidrid mixt entre un clorur d’acid i la cadena lateral. Yamaguchi ef al.,*’ ¢ cl
després d’estudiar diferents clorurs d’acids, van determinar que el clorur d’acid que donava
millors rendiments de reaccio era el clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180). La reacci6é de l

formacié de ’anhidrid mixt genera clorhidrat de trietilamina com a subproducte, que es 180
separa de la solucidé d’anhidrid mixt per filtraci6.

El grup 2.4,6-triclorobenzoil és un bon grup sortint i aixd fa que el carbonil de la cadena sigui
susceptible a atacs nucleofils (2* etapa de la reaccié de Yamaguchi). A més, el carbonil del 2,4,6-
triclorobenzoil és molt poc reactiu a causa de I’impediment que genera la doble preséncia de clors en 21 6
de I’anell aromatic. Aquestes dues propietats fan que aquest sigui un bon grup activador per a acids

carboxilics.
cl cl 0 a ol G) o R_0O ¢
g — %
180 0 R” 0 RO —_ [
cl/ cl Cl Cl - Cl Cl N Cl Cl
N |
~

(0]
IRl Q l
R™ O PAITCN
|\ N o cl
L
Cl Cl

o +
R YO
+>€-/Rl (O
3 I S
Hoom —~F O
| SN .
I O0—-R

R™ O

7 1
H

Esquema 76

Tant la proporci6 de DMAP com el dissolvent emprat tenen una influéncia notable en la reaccio.

Aixi, s’obtenen millors resultats utilitzant més d’un equivalent de catalitzador i1 dissolvents apolars (benze,

tolue, diclorometa...). De tota manera, petites quantitats d’acid 2,4,6-triclorobenzoic es poden formar com a
subproducte.
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Recentment, a principis del 2006, Dhimitruka et al.**® realitzaren un estudi amb diferents anhidrids
aromatics i alifatics i postularen un nou mecanisme per a la reaccié de Yamaguchi: durant I’esterificacio, es
formaria un anhidrid alifatic simétric in situ, que reaccionaria posteriorment amb 1’alcohol per rendir I’ester
d’interés. Aquest mecanisme explicaria la regioselectivitat observada en |’esterificacio.

(6]
R)LO_

O O
Ar OJ'LR
o} o
Ar” TCl Ar)LO_
0 o O

R)J\O_ RJJ\OJL R

R'—OH

U
R
R” "0 Esquema 77

D’acord amb el mecanisme proposat, aquests mateixos autors proposen 1’us de clorur de benzoil,
econdomicament més assequible, enlloc del clorur de 2,4,6-triclorobenzoil i suggereixen, també, que no ¢€s
necessari emprar excés de DMAP ni tampoc realitzar la reaccié en dues etapes consecutives.

L’esterificaci6 de Yamaguchi ha estat emprada per a la sintesi regioselectiva d’ésters molt
funcionalitzats i impedits estéricament****° i, sobretot per a sintesi de macrolides (lactonitzacions,
451-461 462,463,463

macrociclacions) amb funcié antibiotica i fungicida, 0 anticancerigena, . També ha rendit
bons resultats per a la sintesi de sapogenines*® o inclis per a la preparacid de films per immobilitzar

nanoparticules d’or,*®> amb rendiments generalment superiors al 70%.

En alguns casos, com és el cas d’aquest macrocicle 181,
I’enllag éster no es formava ni emprant DCC/DMAP ni tampoc amb
I’agent activant BOP.”* S’obtenien rendiments del 30% quan
s’empraven derivats halogenats del BOP (més reactius),”” perod sens
dubte, la reaccid d’esterificacié més eficient era la de Yamaguchi
(amb un 70% de rendiment).

433458466 i els intents d’esterificacio

De la mateixa manera succeia per a la sintesi d’altres compostos
mitjancant el métode de Steglich (o una variant emprant DIC-DMAP), el de Keck, emprant BOP o clorur de
2-cloro-1,3-dimetilimidazolini com agents activants, no varen rendir els ésters d’interés. En canvi,

s’aconseguia formar ’enllag ¢ster mitjancant la reaccié de Yamaguchi.

Es troben descrits altres cassos,*” on la reaccié d’esterificacié emprant DIC-DMAP permet la sintesi
de ’enllag ester, perd la gran quantitat d’acilurees formades impedeixen 1’aillament de 1’¢ster d’inter¢s, fet
que va requerir d’emprar la reaccié de Yamaguchi.
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A I’equip, es va emprar amb ¢xit I’esmentada reaccié d’esterificacio per a I’obtencio de 182 (derivats
de PR toxina (183)). La preséncia de grups protectors sensibles a condicions drastiques feia necessaria les
condicions neutres per a la reaccio.

0 a) Hidrolisi 0
OAc  grup acetoxi OHC OCOR
—
0 b) Esterificacio %)
(0] Yamaguchi (6]

OHC

183 182 Esquema 78

Degut a aquests bons resultats obtinguts en 1’equip, es decideix provar també aquesta metodica
d’esterificacio per a la sintesi d’analegs androstanics.

5.5. Sintesi de 143 (2°H)

L’estrateégia sintetica que se seguira es basa en I’esterificacio entre I’esquelet esteroidal degudament
funcionalitzat (amb el diol de 1’anell A protegit en forma d’acetal: 96) i I’acid comercial 4-metilpentanoic
(162), provant, tal i com s’ha dit anteriorment, ’esterificacié via diciclohexilcarbodiimida (DCC) i
I’esterificacié de Yamaguchi, via anhidrid mixt.

(0]
O O
OH + HOJJ\/Y
162 o o)
O1,
>< Oy, HOy,
— ¥ .
o o\ HO'
96 184 © 143 °

Esquema 79
5.5.1. Esterificacio via DCC/DMAP

El tractament de 96 amb 162, DCC i quantitats catalitiques de dimetilaminopiridina (DMAP) durant 4
dies a t.a., permet la formacio de 184 sense detectar-se la preséncia de producte de partida per 'H-RMN.
S’emprara directament aquest cru per la segiient etapa, la desproteccio dels hidroxils 2o i 3a, sense cap
purificacié cromatografica.

Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, cal trobar selectivament unes condicions d’acidesa
adequades per tal que es doni la desproteccio de ’acetonid selectivament front a la hidrolisi de 1’enllag éster
aCl7.

5.5.1.1. Hidrolisi emprant HCI
A T’equip, s’havia utilitzat HCI (5%) en MeOH, i AcOH (80%) a reflux com a metodologies per

44 No obstant, aquests acetonids no contenien cap altre grup sensible a hidrolisi. La
presencia de 1’¢éster de cadena desaconsella utilitzar tant acids minerals en concentracions elevades com

trencar acetonids.

acids organics a altes temperatures.
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o/\|/\
Kohout et al.”? I’any 1989 publicaren la hidrolisi de I’acetonid de ><O"
I’anell A de 185 emprant HCI (3%) en MeOH, obtenint-se el corresponent oV

2a,3a-diol amb un rendiment superior al 80%. 185 O

Tot i tenir, en aquest cas, una funcionalitat éster enlloc d’¢ter en la cadena lateral, es decideix provar
d’emprar aquesta mateixa metodologia per a la hidrolisi de 184.

(0] [6)
OJ‘W OJ‘W OH
O1, HCl HO 1, HOy,
>< W \ + "
(¢} MeOH HO HO
o o o
184 143 26

Transcorregudes 3.5 h de reaccid, seguides de purificacié del cru mitjangant cromatografia flash,

Esquema 80

només s’aconsegueix aillar un 4% de producte d’interés 143, obtenint-se 26 com a compost majoritari (en
un 92%), resultat de la hidrolisi de la funcionalitat ester de la cadena lateral. Es pot observar altra vegada la
sensibilitat d’aquesta funcionalitat a condicions acides.

Aquesta hidrolisi també es va observar en I’equip quan s’intentava desprotegir acetats d’analegs
androstanics emprant HC1 (2%) en MeOH.'""'** Es descriuen rendiments d’hidrolisi de I’éster de 17p, del
11% 1 superiors. En conseqiiéncia, es decideix canviar les condicions d’hidrolisi de I’acetonid.

5.5.1.2. Hidrolisi emprant CF;COOH

A la literatura, s’han trobat diverses metodologies d’hidrolisi d’acetals en preséncia d’enllagos
ester.**”*" Alguna es duu a terme amb catalisi d’acid p-toluensulfonic,*®® perd la majoria es realitzen amb
.. . o . 467,469,470, 472,473 - . 472 4 4704
acid trifluoroacétic a temperatura ambient 6746947047247 § opy concentracions del 50%,%7% 70%,*7 80% 70473

o0 al 90%.%®

En un principi, s’escullen les condicions descrites més suaus per provar la hidrolisi de 184: acid
trifluoroacetic al 50% ia 0 °C.

Després d’una hora de reaccid seguida de purificacido per cromatografia flash (Cy/AcOEt, 3:2),
s’aconsegueixen aillar fraccions que contenen el producte d’interés 143. Totes elles, perod, es troben
impurificades amb acilurees, formades com a subproducte en la reacci6 d’esterificacio anterior, en la qual el
cru de reaccidé que contenia 184 no s’ha purificat. Després de realitzar dues columnes cromatografiques i
dues recristallitzacions amb EtOH/H,0 no s’aconsegueix aillar 143 pur.

Aixi doncs, tot i que el tractament de 96 i 162 amb DCC i DMAP permet la formacio de 1’éster
androstanic, la preséncia d’acilurees en 1’etapa de desproteccid, no permet dur a terme amb éxit la
purificacio del producte d’interes, motiu pel qual es decideix canviar la metodologia d’esterificacio.
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5.5.2. Esterificacio de Yamaguchi

La dissolucio de 162, 180 i Et;N i posterior evolucid de la reaccio a t.a. permet la formacio in situ de
I’anhidrid mixt 186 (Esquema 81). Aquest s’esterifica amb 1’esquelet androstanic 96 en presencia de 4-
(dimetilamino)piridina (DMAP) i en atmosfera inerta (Esquema 82).

cocl
0 a o 0
c1\©c1 JJ\/\|/ Et3N / THF )J\/\|/
+  HO — Ej ~o
) cl al
180 162 186

Esquema 81
Cl O

/@iL(OH . DMAP

0
|
OH c

Cl
Oﬂ\/\(
DMAP
O/I
X ( O/I
o X
o'
96 © 5
Ccl O O 184

/@f(oﬂ\/\(
Cl Cl
186 Esquema 82

|/

Aquesta reaccié d’esterificacid es porta a terme en excés d’anhidrid mixt 186 (generalment dos
equivalents per equivalent de substrat),”’* obtenint-se un cru que s’identifica, mitjangant '"H-RMN, com
184, sense preséncia de 96. S’emprara en la segiient etapa (desproteccié del diol de I’anell A) sense
purificar-lo per cromatografia.

5.5.2.1. Hidrolisi emprant CF;COOH

El tractament de 184 amb acid trifluoroacétic al 50% i a 0 °C durant 10 h rendeix un cru del que,
després de purificar-lo per cromatografia flash, permet aillar el compost d’interés 143 amb un rendiment del
38% des de 26, és a dir, després de 3 passos sintétics: formacido de 1’acetonid 96, esterificacio de
Yamaguchi i trencament de ’acetonid per obtenir 143.

Per tal d’avaluar I’activitat de 143 en el test d’inclinacid de la lamina d’arrds (RLIT), es recristal-litza
en EtOH/H,0 en fred (rendiment de cristal-litzacio del 44%).

5.6. Sintesi de 144 (2’ceto)
Se segueix la mateixa metodologia sintética que 1’emprada per a la sintesi de 143, basada en

I’esterificacio entre 1’esquelet androstanic 96 i 1’a-cetoacid comercial 163, seguit de la desproteccio de
I’acetonid.
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(6] o (6]

OH + HO}W O)Hm/ OJ‘W
O (6] O

01, 163 O, HO,
>< —_— >< —_—
oV oV HO“'
0 0 o)
926 187 144 Esquema 83

Es decideix tornar a provar 1’esterificacio6 emprant DCC/DMAP ja que es pensa que la diferéncia de
polaritat entre 143 i 144 sera suficient per aillar 144 de les N-acilurees.

Tant per CCF com per 'H-RMN es detecta la formacié de 187 perd, un cop hidrolitzat 1’acetonid amb
CF;COOH (50%), no és possible aillar i purificar 144 de N-acilurees formades, fet que va fer tornar a
pensar en recorrer a I’esterificacio de Yamaguchi.

Aixi, doncs s’activa I’acid 163 mitjangant la sintesi in situ de I’anhidrid mixt emprant clorur de 2,4,6-
triclorobenzoil, que s’esterifica posteriorment amb 96. Es desprotegeix el diol de 1’anell A amb acid
trifluoroacetic 1, una vegada purificat el cru de reaccio, s’obté 144 amb un rendiment del 20% des de 26.

Per tal d’avaluar I’activitat de 144 en el test d’inclinacio de la lamina d’arros (RLIT), es recristal-litza
144 en EtOH/H,0 en fred (rendiment de cristal-litzacio del 61%).

5.7. Sintesi de 145 i 146 (2°N3)

Tal i com s’ha comentat anteriorment, 1’esterificacio entre 1’esquelet androstanic i la cadena lateral
s’ha de dur a terme en condicions d’acidesa practicament neutres, no solament degut a la inestabilitat del
grup protector acetal de 1’anell A sin6 també degut, en aquest cas, a la preséncia d’un centre quiral en a de
carbonil de la cadena lateral, susceptible de patir certa racemitzacié a pH basics.

L’esterificaci6é mitjangant DCC i DMAP ja s’ha emprat amb bons resultats per a la sintesi de 184 i
187, aconseguint-se la formacidé de la funcionalitat ester. Tanmateix, els problemes apareixien en la
purificacio dels analegs androstanics d’interés. Es decideix, perd, provar altra vegada la sintesi dels
azidoésters emprant aquesta metodologia aixi com també, mitjangant 1’esterificacio de Yamaguchi.

o 0 0
OH + HO O)W O)W
N3 N3
2S-N3 165 o
2R-N3:164
> Hov
o
2°S-N;:188 2°S-N;:145
2°R-N;:189 2°R-N3:146

Esquema 84
5.7.1. Intent d’esterificacio amb DCC

155 -

La reacci6 d’esterificacio amb DCC es prova en dos dissolvents diferents: CHCl;'*’ i acetona,'™® ja

ue esta descrit el seu Us en la bibliografia ° 1 ja varen ser emprats préviament a 1’equip.
ta descrit el la bibliografia''® t tal’
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Malauradament, pero, el tractament de 96 amb 164 o 165 en preséncia de DCC i quantitats
catalitiques de 4-(dimetilamino)piridina (DMAP), emprant CHC]; i acetona com a dissolvents, no permet la
formacio dels ésters d’interés en cap de les experiencies realitzades. Després d’afegir-hi més quantitat de
DCC i de 48 h de reaccio en acetona i 147 h de reacci6 en CHCI;, per CCF no es detecta cap tipus
d’evolucié, confirmant-se per 'H-RMN la sola preséncia dels productes de partida.

Es possible que el grup azido en o de carbonil sigui capag de desactivar el grup acid per la formacié
d’anells intramol-leculars, mitjangant ponts d’hidrogen o bé que I’esterificaci6 no es doni degut a
I’impediment esteéric del grup azido en o de carbonil. Cap d’aquestes hipotesis, no tenen cap suport
experimental que les recolzi.

5.7.2. Esterificacio de Yamaguchi

Davant els mals resultats obtinguts emprant la DCC, es decideix emprar altre cop 1’esterificacié de
Yamaguchi, ja que la reacci6 es dona a través de la formacié d’un activador d’acid més fort, els anhidrids
mixtes, els quals s’obtenen, a 1’igual que 186, tractant els azidoacids corresponents amb 180 i Et;N. Un cop
filtrat el Et;N-HCI format, eliminat el THF a pressio reduida i redissolts els anhidrids mixtes en CH,Cl,, es
procedeix a esterificar-los amb 96, en preséncia de DMAP com a catalitzador.

Si bé esta descrit que s’utilitzin com a minim 2 equivalents d’anhidrid mixt,*” a causa de la baixa
estabilitat d’aquests i de la poca quantitat d’azidoacids 164 i 165 de que es disposa, es decideix anar
addicionant anhidrid mixt mentre, per CCF, es detecti 96 sense reaccionar.

L’obtencié d’un sol producte d’ancoratge per cadascun dels dos compostos 188 i 189 seguint aquest
procediment confirma la puresa optica de les cadenes laterals 164 i 165. S’empren els crus de reaccio per a
la seglient etapa sense realitzar cap purificacié cromatografica.

5.7.3. Desproteccio dels acetonids 188 i 189

Tal i com es va dur a terme per a la hidrolisi dels acetals 184 i 187, s’emprara CF;COOH al 50% i a
una temperatura de 0 °C per tal d’intentar minimitzar la hidrolisi de 1’éster de 17p. S’ obtenen 145 i 146 amb
uns rendiments del 35% i el 62%, respectivament, des de 26. Per tal d’avaluar la seva activitat en el RLIT,
es recristal-litzen en EtOH/H,0 en fred, obtenint-se rendiments del 68 i 59%, respectivament.

5.8. Sintesi de 151 i 152 (2’NHCOOMe)

De la mateixa manera que pels analegs anteriorment esmentats, 1’estratégia sintética consisteix en les
esterificacions de Yamaguchi entre 1’esquelet 96 i els aminoacids degudament protegits, seguida de la

hidrolisi de 1’acetal de ’anell A.
0 0 0

ol + HO O)S/Y O)W
HN HN,
COOMe COOMe COOMe
2R-NHCOOM 01 HO4,
e:170 ><
25- NHCOOMe:171 /o HO™
0 0
b .
oy 2°R: 151
: 2°S: 152

Esquema 85
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Mentre 1’esterificacio va rendir 190 1 191 amb bons resultats, la hidrolisi f]\

dels acetals en medi CF;COOH (50%) condui a [’obtencié dels analegs o
d’interés 151 i 152 perd també a la formacié de 192 en una relacié aproximada
de 60:40 (151 o 152/192), determinada per 'H-RMN. 192 és el producte de la
hidrolisi de la funcionalitat éster a C17, seguit d’esterificacié de I’hidroxil lliure HO"

amb I’acid trifluoroacétic present en el medi. 192

HOu,

(0)

Aquest trifluoroacetat 192 no havia estat aillat fins el moment en la sintesi de la resta d’analegs
androstanics, fet que posa de manifest la influéncia de la cadena lateral en la diferent reactivitat d’aquests
compostos.

Els analegs 151 i 152 s’obtenen després de tres etapes sintétiques amb un rendiment global del 35 i
23% des de 26, respectivament.

Per tal d’avaluar la seva activitat en el RLIT, 152 es recristal-litza en EtOH/H,0 en fred (62% de
rendiment). Pero, en intentar aplicar el mateix procediment de purificacié mitjangant recristal-litzacid per
151, es va observar com sorprenentment aquest compost no cristal-litzava en cap de les segiients barreges
de dissolvents: ¢ter de petroli/CH,Cl,, éter diisopropilic/CH,Cl,, éter etilic/CH,Cl,, MeCOMe/H,O i
EtOH/H,O en fred, fet que va fer necessaria una segona purificacié mitjangant cromatografia flash
(rendiment del 73%). S’observa aixi, altra vegada, la influéncia de la cadena lateral en el comportament
dels analegs.

5.9. Sintesi de 153 i 154 (2°OH)
5.9.1. Sintesi de 154 (2°S- OH)

Seguint la metodologia emprada fins el moment per a 1’obtenci6 d’altres analegs androstanics,
s’ancora la cadena 173 amb [’esquelet androstanic emprant 1’esterificaci6 de Yamaguchi: formacié de
I’anhidrid mixt amb clorur de 2,4,6-triclorobenzoil i posterior esterificaci6 emprant DMAP com a
catalitzador.

S’obté un cru de color taronja que correspon majoritariament a 193. Aquest s’emprara sense realitzar
cap tipus de purificacié cromatografica posterior.

O

OH + HO
OAc

On HO/,
o“ oV HO"
193 O 154 ©
Esquema 86

La ultima etapa sintetica consisteix en la hidrolisi simultania de I’acetal de 1’anell A i del grup acetoxi
de 193 per tal d’obtenir ’analeg d’interés 154. En aquest cas, la dificultat d’aquesta etapa es fa més palesa
per la similitud entre 1’éster androstanic i ’acetat a C2°.
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Tipicament la hidrolisi del grup acetat es dona amb rendiments gairebé quantitatius en condicions
basiques (K,CO3/MeOH""® o NH;*""). Si bé és cert que medis lleugerament basics aconseguirien la hidrolisi
del grup acetoxi, tamb¢ trencarien 1’enllag éster de C17 obtenint-se el producte de hidrolisi total 26. A més,
seria necessaria una etapa més per a la hidrolisi de 1’acetal de 1’anell A.

Sembla interessant, per tant, 1’s de condicions acides suaus per dur a terme aquesta hidrolisi
selectiva. L’any 1998, H. Chodounska i A. Kasal*’® aconseguiren la desproteccié d’un grup acetat front a un
benzoat emprant una barreja substrat/MeOH/CHCI;/HCl 1 mmol : 8 ml : 1 ml : 0.6 ml.

Aplicant la mateixa metodica, a 1’equip, es va realitzar la hidrolisi dels grups acetoxi dels analegs
androstanics 194 i 13. Tot i formar-se majoritariament els productes d’interes, s’observa el trencament de la
cadena lateral, recuperant-se 26, i I’existéncia de productes de partida, ambdds amb rendiments superiors al
10%. o

HO/,
HOY'

Tanmateix, quan es proven les mateixes condicions sobre 193 no s’aconsegueix la hidrolisi del grup

Esquema 87

acetat, posant de manifest una vegada més la influéncia de la cadena lateral en la diferent reactivitat dels
analegs. Concentracions més elevades d’HCI condueixen a proporcions 154:195:26 de 2:0:98.

O
OAc
O
o
(6]

193
Esquema 88

Degut a la dificultat de dur a terme aquestes desproteccions emprant HCI, es decideix provar de
substituir-lo per CF;COOH.

Aixi doncs, es tracta 193 amb CF;COOH 85% a t.a. Transcorreguts 4 dies de reaccio, no es detecta
preséncia de producte de partida per CCF, perd a través dels espectres de '"H-RMN es pot observar la
formacié d’una gran proporcio de trifluoroacetats en els hidroxils a C2, C3 i/o C2’. Aquests es poden
observar per la desaparicid dels senyals corresponents als hidroxils (sobre 3.5 ppm) i aparicié de senyals
éster (sobre 4.0 ppm). A més, el gran nombre de metils 18 i 19 (0.90, 0.87, 0.86, 0.85, 0.82, 0.80 1 0.79)
també confirmen la formacié de trifluoroacetats a C2, C3 1/o C2’, aixi com també la formacio de
trifluoroactetats a C17 (4.83, t, J = 8.4 Hz). Sera necessaria, per tant, la hidrolisi d’aquests trifluoroacetats
per obtenir el producte d’interées.

Estan descrits rendiments gairebé quantitatius per a la desproteccio de grups trifluoroacetoxi per a
rendir hidroxils lliures, on s’empra, en la majoria dels casos, medis basics (K2C03,479’48° NaHCO;,*"!
KOH 482,483 NH3484)
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Tenint en compte 1’existéncia de I’éster androstanic a C17, es decideix emprar condicions basiques
suaus (NaHCO;) i controlar acuradament la reaccié per CCF.

Després de 30 min de reaccio no es detecta producte de partida i, un cop purificat el cru mitjangant
cromatografia flash (Cy/AcOEt, 1:3), s’aconsegueix aillar 154 1 192 amb uns rendiments del 13% 1 37% des
de 26.

Es creu que un augment en el temps de reaccid i/o en la concentracié de base haguera pogut millorar
el rendiment de 154 pero cal arribar a un compromis entre la hidrolisi dels trifluoroacetats i la possible
hidrolisi de 1’ester a C17.

D’altra banda, es pot observar com els hidroxils de I’anell A sén molt més reactius que no pas els de
la cadena lateral.

Per tal d’avaluar I’activitat de 154 en el test d’inclinacio de la lamina d’arros (RLIT), es recristal-litza
en EtOH/H,0 en fred (rendiment de cristal-litzacid del 65%).

5.9.2. Sintesi de 153 (2’R-OH)
S’ancora 1’acid carboxilic 175 amb I’esquelet androstanic 96, mitjangant [’esterificacié de
Yamaguchi, obtenint-se 196 satisfactoriament. Aquest cru s’emprara en la segiient etapa d’hidrolisi de

I’acetal de I’anell A, sense realitzar cap purificacidé cromatografica.

De la mateixa manera que succeia per a 193, la reaccié d’hidrolisi dels grups protectors de 196,
genera 153 com a producte d’interes, i 197 1 26 com a subproductes:

o) 0 o) 0
OH + HOJH/\( O)H/\( OJW O)H/\( OH
OAc OAc OH OAc

0s, 175 O H* HOu. HO/. HO/.
>< —— _— + +

o' o' HOM HO"' HO"'

0 0 o] 0 0
96 196 153 197 26

Esquema 89

Es decideix aprofundir en les millors condicions d’hidrdlisi per tal de minimitzar la formacié de 197 i
26. D’una banda, es descarta 1’ts de CF;COOH ja que condueix a la formacio de trifluoroacetats que cal
hidrolitzar posteriorment, disminuint considerablement el rendiment total. De 1’altra i, tenint en compte
I’esmentada importancia de la cadena lateral en la reactivitat dels analegs, es creu necessari estudiar
diferents condicions (concentracio de dissolvents i d’HCI, temps...) en I'as d’HCI com agent hidrolitzant.

A continuacié es mostren les diferents experiéncies realitzades, a petita escala i a 0 °C, aixi com les
proporcions 153:197:26 obtingudes i identificades mitjangant espectres de 'H-RMN:
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Concentracié6 Temps Relacio

EXp- e () ()  153:197:26

1 2.2 44 1:0:9

2 0.8 1.20 1:3.5:0.5
3 1.9 1.20 1:3:1

4 1.5 22 1:0.5:3.5
5 22 2 1:0:4

6 1.4 4 1:1.3:1

7 1.4 7 1:0.7:1.7
8 0.8 15 1:0.3:2

Taula 15

En primer lloc, es pot observar com I’acetal de 1’anell A s’hidrolitza en condicions acides molt suaus,
ja que en cap cas es detecta la seva preséncia després del tractament acid.

D’altra banda i contrariament al que s’esperava, els dos ¢&sters (I’acetat de la cadena lateral i
I’androstanic a C17) no sén molt diferents de reactivitat entre si i cal arribar a un compromis per hidrolitzar
el primer d’ells i minimitzar a I’hora la formaci6 de 26.

Tot 1 que tant el temps de reaccid com la concentracié d’acid clorhidric en el medi influeixen en les
proporcions 153:197:26 sembla ser que el temps hi juga un paper més important. Aixi, per una mateixa
concentraci6 d’acid (exp.1,5 1 2,8 1 6,7) majors temps de reaccid condueixen a un augment considerable en
la proporcié de 26. Mentre que, per un mateix temps de reaccid (exp. 2,3 i 4,5), doblar la concentracid
d’acid no modifica substancialment les proporcions 153:197:26.

Per a dur a terme la reaccio a més gran escala (de ’ordre d’1 g), s’empren les mateixes condicions
que les de I’experiéncia 6, ja que és on s’aconsegueix menor hidrolisi total (formacié de 26). S’obté una
proporcid 153:197:26 de 1:1.5:2, pitjor que I’anterior, evidenciant aixi la dificultat en el control de les
condicions de reaccio.

Desafortunadament, després d’intentar purificar el cru de reaccié mitjangant cromatografia flash i a
través de diverses recristal litzacions, no s’aconsegueix separar 153 de 197, aillant-se només fraccions que
contenen proporcions 1:1 dels esmentats analegs. Ambdos sén compostos forga polars, amb factors de
retencié molt semblants que dificulten la seva separacio.

Es proposa, per a futurs treballs, canviar 1’estratégia sintética modificant el grup protector de manera
que no solament sigui més facil purificar ’analeg d’interes sind que la etapa de desproteccié d’aquest no
provoqui tanta hidrolisi de 1’éster a C17.

El grup TBMS podria ser emprat per a la proteccid6 de 1’hidroxil, essent necessaries la prévia
proteccié de ’acid carboxilic i posterior saponificacio.
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o) 0 o) 0 0
HOM—» MeOM—» MeO — HO —> StO —» 153
OH OH OTBM OTBM OTBM
174 198 199 200 201

Esquema 90

El principal inconvenient consisteix en el fet de requerir-se dues etapes diferents i independents per a
la desproteccid dels dos grups protectors (I’acetal de 1’anell A i el de la cadena lateral). De tota manera, la
possibilitat de desprotegir el grup TBMS selectivament front a la hidrolisi de I’éster androstanic (ja que es
duria a terme en preséncia de fluorurs en medi neutre) sembla aconsellar aquesta estratégia sintética.

5.10. Sintesi de 161 (2’R-F)
Es pretén obtenir 1’analeg 161 mitjangant I’esterificacié de Yamaguchi entre 96 i 176.

Se segueix el mateix procediment descrit per als altres analegs obtinguts fins el moment: esterificacid
de Yamaguchi entre 96 1 176 i posterior hidrolisi de 1’acetal de I’anell A en medi CF;COOH (50%) a 0 °C,
reaccid aquesta ultima que té lloc en menys de 30 min.

O

OH + HO

O
C7H2CI4O/ Et;N " CF;COOH
DMAP
96 Esquema 91

S’obté 161 amb un rendiment del 27% des de 26. Posteriorment, es recristal-litza en EtOH/H,O en

fred per tal d’avaluar-ne la seva activitat en el test d’inclinaci6 de la lamina d’arrds.
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6. SINTESI D’ANALEGS ANDROSTANICS AMB CADENES D’ACIDS CARBOXILICS
COMERCIALS ESCOLLIDES PER METODES COMPUTACIONALS

6.1. Introduccio

Cal recordar que un dels principals avantatges de I'as de BRs androstanics és la seva bona relacio
cost sintétic/activitat. La recerca de bones cadenes laterals es pot abordar des d’un punt de vista racional o
bé des d’un altre més sistematic.

Tots els analegs obtinguts fins el moment en aquesta tesi es podrien englobar dins de la metodologia
racional, ja que son androstans amb cadenes, a priori, estructuralment forga similars a la de la BL (1):
derivats a substituits de I’acid 4-metilpentanoic.

OH
/y, (0]
on O)W
X
HO,, HO..
mo“' 0 HOM'
(0} o

BL (1) Androstans seleccio racional

Una altra manera d’abordar la sintesi d’analegs androstanics d’elevada activitat i baix cost sintétic
consisteix en, de forma sistematica, ancorar a I’esquelet androstanic cadenes laterals d’acids carboxilics
comercials. Aquestes haurien de mimetitzar la de la BL (1), sense partir d’una idea prefixada de la seva
estructura. Es podrien obtenir, per tant, resultats interessants emprant acids forca allunyats estructuralment
de la cadena de la BL (1).

En la tesi doctoral de I. Jové,"”” duta a terme en paral-lel i conjuntament amb aquesta, es va
desenvolupar una nova metodologia computacional (SHOP (Scaffold HOPing))*
varen seleccionar una série d’acids comercials, bons candidats per a ser ancorats a I’esmentat esquelet

mitjangant la qual es

androstanic 26: 0

O
OH * HOJJ‘ R OJ'LR
Acid seleccié
HOq, SHOP HO+,
HOY HO
0 0
26 Androstans seleccié sistematica Esquema 92

Per a dur a terme aquesta seleccid, es van estudiar les propietats estructurals i quimiques d’una base
de dades de 7488 acids carboxilics comercials, de sis proveidors diferents:

K
Proveidor Aldrich Asinex IBS ey' Maybridge  Specs TOTAL
Organics
N°compostos 2988 1795 71 336 1807 491 7488

Taula 16
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Després de realitzar una analisi conformacional i calcular-ne diversos descriptors, es compara cada un
d’ells amb les cadenes laterals dels BRs més actius coneguts fins el moment (brassinolida (1) i

homobrassinolida (4)).
/, R OH
’ Re Cadena lateral de la
brassinolida (BL)
OH

HO,,
OH
. R= Cadena lateral de la
HOY 0 homobrassindlida (HBL)
OH

Per tal de quantificar la semblanga de cada acid comercial amb la BL (1) o la HBL (4), es calcularen
486

Esquema 93

diversos index de similitud, entre els quals en destaca el de Carbo.

L’index de Carbé es basa en la comparacido de les densitats electroniques de dues molécules
superposades. Es troba comprés entre 01 1 i la maxima similitud entre molécules s’assoleix quan I’index de
Carbo és proper a 1.

A continuacié es mostren les estructures dels acids seleccionats amb major similitud (index de
Carbo)*™ amb les cadenes laterals de la BL (1) i la HBL (4). Es pot observar com les estructures son forca
allunyades a les racionals:

Acid Index Index Acid Index Index amb
carboxilic amb BL amb HBL carboxilic amb BL HBL
COOH
I I E
N, 0985 0.983 Lo 0.985 0.985
I
203 207
NH, COOH
COOH NH,
0.986 0.985 0.983 0.984
CH,
204 208
HO. _ COOH
6 0.985 0.981 HOOC Y ™" 986 0.985
NH,
205 209
HO,, _COOH COOH
N
0.985 0.981 R 0.988 0.984
HO
206 210

Taula 17
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La metodologia computacional emprada permet reduir el nombre de compostos inicial (7488 acids) a
un centenar. D’entre aquests, els vuit acids anteriors (203-210) son els que majors index de similitud han
mostrat. Degut a no ser possible seleccionar només un sol compost (indexs molt semblants), es decideix
realitzar un alineament entre la BL (en verd) i els analegs androstanics amb cada una de les vuit cadenes
laterals, amb la finalitat d’establir un ordre de prioritat per a ésser sintetitzats:

Figura 28: Alineament entre la BL (1, verd) i I’androsta amb 206 com a cadena lateral (groc)
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Figura 32: Alineament entre la BL (1, verd) i I’androsta amb 210 com a cadena lateral (groc)
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En una primera seleccid, es decidi abordar la sintesi i avaluaci6 de D’activitat dels analegs amb
cadenes laterals dels acids 204, 205 i 209, per ésser aquests els que millors superposicions han mostrat amb
la BL (1). Aixi mateix, tot i la diferéncia de solapament amb la BL, també es considera interessant ancorar
I’acid 206 per tal d’estudiar la importancia de la configuracié en a de carbonil (comparacié amb 205). Cal
destacar que les Figures 25-32 no permeten visualitzar la distribucio6 tridimensional de les superposicioms.

Tot i que les bases de dades emprades per a la seleccid d’acids mostraven com tots ells eren
comercialment assequibles, els aminoacids 204 i 209 només es podien adquirir en forma racémica. Per
aquest motiu, es va desestimar la sintesi de I’androsta amb cadena de 209, ja que la preséncia de dos centres
quirals generaria una barreja de quatre diastereomers, presumiblement dificils de separar i que conduirien a
una disminuci6 drastica del rendiment global. En canvi, si que es va creure convenient ancorar 204, degut a
la formaci6 de tan sols dos diasteredmers.

En una primera aproximacid, es decidi abordar la sintesi i avaluacié de 1’activitat dels analegs 211,
212 1 213, tots ells amb funcionalitat cetona a I’anell B. En cas que algun d’ells mostrés activitat interessant
en el RLIT, es procediria a la realitzacio de la reaccido de Baeyer-Villiger per tal d’obtenir les lactones

corresponents:
0 0 o%

\ OH | |\ OH |
HO+., 205 HO, 206 HOu, 204
HO' HOV' HOY'
0
212

(6] (6]
211 213

A continuaci6 es mostren els
alineaments entre el conformer actiu de la castasterona (2) i 211 1 212:

Figura 33: Alineament entre la CS (2, blanc) i 211 (verd)

Figura 34: Alineament entre la CS (2, blanc) i 212 (verd)
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Novament, si bé, 211 i 212 presenten un bon solapament tant en els esquelets com en la part
hidrofilica de la cadena lateral (I’hidroxil i el carbonil simulen bé el 22R,23R-diol), la part hidrofobica de
211 se superposa molt millor que la de 212.

Pel que fa referéncia a ’acid 204, a continuacié es mostren els NH, O T, O
dos alineaments flexibles entre la castasterona (2) i els analegs OH , OH
androstanics amb la cadena 204 (Figura 35) i també amb el seu
enantiomer 214 (Figura 36). 204 214

Figura 36: Alineament entre la CS (2, blanc) i androsta amb cadena 214 (verd)

Si bé ’esquelet i les funcionalitats polars (carbonil i amina) d’ambdoés analegs se superposen molt bé
amb les de 2, les regions hidrofobiques mostren notables diferéncies entre els diasteredmers.

6.2. Sintesi dels analegs androstanics 211 i 212

O

(6] O
OH + HO
O (@]

2R: 205 OR OH
2s 206 or, HO!,

—_—
—> .

o' HO!
0 2°R: 211 0

2°S: 212
Esquema 94
De la mateixa manera com s’ha procedit anteriorment per a la sintesi de 153 1 154 (veure apartat 5.9),
caldra protegir no solament el diol de 1’esquelet androstanic (en forma d’acetal) sind també 1’hidroxil dels
acids 205 i 206. Novament, per evitar que aquests autocondensin en la reacci6 d’esterificacio, s’ha
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d’emprar un grup protector adient que permeti la posterior desproteccid selectiva de ’hidroxil front la
funcionalitat ester formada.

Es decideix tornar a provar 1’Gs de I’ampliament emprat DHP com a grup protector ja que es disposa
de referéncies bibliografiques on s’ha dut a terme amb éxit la proteccio de 205 amb DHP. **"*** La reacci6
té lloc en preséncia de PPTS (en una relacié molar 205/DHP/PPTS de 1:3.6:0.1), durant 12 h a temperatura
ambient i sota atmosfera inerta.

Seguint estrictament les condicions de reacci6 descrites, s’obté un cru, la purificacié cromatografica
del qual rendeix una mescla de diferents compostos (Esquema 95) amb un rendiment de 72% pel compost
217,"* de 10% pel 216 i del 2% pel producte d’interés (215).

HO,__ COOH THPO,_ _COOH HO, _COOTHP THPO, _ COOTHP
DHP
— + +
PPTS
205 215 216 217

Després de realitzar varies proves modificant algunes condicions de reaccid, com son:

Esquema 95

e disminuir la relacié molar entre 205/DHP a 1:1.

o disminuint la temperatura a 0 °C.

e reduint la proporci6 de catalitzador.

e afegint una gota de piridina per tal de controlar el pH del cru de reaccio.

s’observa que la relacié entre els esters (216 i/o 217) i el producte d’interés 215 no és en cap cas inferior a
70:30, podent-se concloure que la proteccio del grup hidroxil de I’a-hidroxiacid 205 s’ha de realitzar amb
un altre grup protector. S’escull, de la mateixa manera que pels a-hidroxiacids anteriorment esmentats
(veure apartat 5.9), el grup acetoxi.

El tractament de 205 i 206 amb anhidrid acétic i piridina en quantitat equivolumeétrica i en preséncia
de 4-(pirrolidin-1-il)piridina com a catalitzador permet obtenir 218 i 219, amb uns rendiments del 83% i
quantitatiu, respectivament.

218 i 219 es tracten separadament amb clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180) per tal de formar els
anhidrids mixtes corresponents, els quals s’esterifiquen amb I’esquelet androstanic 96 en preséncia de
DMAP (esterificacié de Yamaguchi). Els esters 220 i 221 formats s’empren directament per a la segiient
reaccid sense realitzar cap tipus de purificacié cromatografica.

Finalment, resta per realitzar la hidrolisi en medi acid dels dos grups protectors (I’acetonid de I’anell
A i l’acetal de la cadena lateral). Cal recordar, que aquesta reaccidé pot generar com a subproductes 26
(trencament de la cadena lateral i eliminacio de 1’acetonid), si es porta a terme en un medi excessivament
acid, o bé, 222/223, si I’acidesa del medi no és suficient Es necessari, per tant, arribar, a un compromis per
optimitzar la formaci6 de 211/212.
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OAc OH OAc
o, HO,, HO,,
—_— >< —_— +
o HO HO'
o}

o)
2’R: 220 2°R: 211 2°R: 222
2°S: 221 2°S: 212 2°S: 223
—> HO
2R: 205 2R: 218
2S:206 2S: 219

Esquema 96

Per tal de trobar les condicions més adequades, s’efectuen algunes proves prévies per a la hidrolisi de
220 emprant CF;COOH a t.a:

CH; COOH (1:) 2111?;?;:626
2 ml (50%) 48 1:1:0

8 ml (80%) 60 11:0

5 ml (100%) 20 ce

Taula 18

En primer lloc, es important destacar que el grup acetal de I’anell A s’hidrolitza en tots els casos, ja
que només és necessari un medi lleugerament acid per a que la reaccio tingui lloc.

Es pot observar com ni el temps ni la concentracié de CF;COOH semblen influir molt en la reaccio,
no aconseguint-se hidrolitzar 1’acetat de la cadena lateral en una proporcid superior al 50%. Per intentar
millorar aquests resultats, es va provar d’emprar medis lleugerament més acids, com ¢és el cas de 1’acid
clorhidric, assajant-ne novament tant el dissolvent com el temps de reaccio6 idonis:

Exp. CHCl, MeOH 'PrOH  HC137% ¢ () Relacié
(uL) (uL) (mL) (uL) 211/222/26
1 100 800 0 60 2 0:1:0
2 300 2400 0 60 2 0:1:0
3 100 800 0 60 48 4:1:0
4 0 0 1 80 2 0:1:0
5 100 800 0 150 20 7:1:3
6 0 0 1 250 20 2:2:1

Taula 19

A partir d’aquestes experiéncies, es pot observar com, d’una banda, la hidrolisi del grup acetat depén
del temps de reaccid, no produint-se al cap de 2 h i aconseguint-se un 80% d’hidrolisi per a 48 h
(experiéncies 1 i 3). I de I’altra, en canvi, la hidrolisi de 1’éster a C17 (formacidé de 26) té lloc en
concentracions elevades d’HCI (experiéncies 5 i 6), sense tenir-hi molta influéncia el temps de reaccid
(experieéncies 3 1 4).
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Considerant totes les proves realitzades, s’escala la reaccido per a una quantitat més gran de 220,
emprant les condicions que major proporci6 de 211 han rendit (un 80% a I’experiéncia 3). El fet de treballar
amb quantitats majors de substrat va provocar que la relacio 211/222/26 obtinguda en aquest cas fos
quelcom més desafavorida per 211 (6.8:1:3.3, un 60% en producte d’interes), posant-se de manifest les
estrictes condicions de reaccid necessaries aixi com també la dificultat per controlar aquesta reaccio.

La hidrolisi de 221 en les mateixes condicions que les anteriorment emprades per a 220, rendeix una
mescla 212/223/26 (13:1:6), on es detecta un 65% de 212.

Una vegada purificats els crus de reaccid mitjancant técniques cromatografiques, els rendiments
globals per a 211 i 212 han estat del 27% 1 del 34% respectivament, des de 26. Aquests es recristal-litzen en
EtOH/H,0 en fred per a ser avaluats en el test d’inclinacié de la lamina d’arros.

6.3. Sintesi de I’analeg androstanic 213

Per a la sintesi dels diasteredmers 213, a partir de la barreja comercial d’aminoacids degudament
protegits (224), se seguira la mateixa metodologia que per a la resta d’analegs obtinguts fins el moment,
basada en I’esterificacié de Yamaguchi entre 1’esquelet androstanic 96 i I’aminoacid protegit (cadena
lateral). En aquest cas, i a diferéncia dels androstans anteriors, la hidrolisi dels dos grups protectors (el del
diol de I’anell A i el del grup aminic de la cadena lateral) s’haura de dur a terme en dues etapes successives
i independents:

0 NHR 0 NHR 0 NH,
NHR O
O,,(jﬁj:> O/K)LOH O“(jﬁ)l:B Ho,,(j;SiB Ho,,(:lgg:b
>< . . — —
oV o' Ho"' HO"
o o o 0
96 2 25 226 213

24 2
Esquema 97

S’han desenvolupat multitud de grups protectors de la funcionalitat amina, entre els quals en

490,491

destaquen els carbamats (NCOOR), emprats per a la sintesi de péptids i proteines, i les amides

(NCOR), més usades en la sintesi d’alcaloides****

per a la proteccié d’algunes bases nitrogenades. Mentre
els carbamats es formen a partir de cloroformiats en condicions neutres, per a 1’obtencié d’amides sol ser
necessari treballar amb el clorur d’acid, requerint-se condicions més drastiques.
CH,OC(O)NR,
D’entre els carbamats més ampliament estudiats, es troba, sens dubte, el 9- .
fluorenilmetilcarbamat (Fmoc), estable en condicions acides i facilment hidrolitzable Q O

en preséncia d’amines (bases), rendint I’amina lliure i el dibenzofulve. Fmoc-NR,

La sintesi de N-Fmoc-B-aminoacids es troba ampliament descrita a la literatura a partir del

4944 504
94-499 500504 0 < cq 505

corresponent B-aminoacid i clorur de Fmoc, en medi bicarbonat, carbonat
Es decideix iniciar les primeres proves emprant sosa aquosa ja que és en aquest medi on es troben

descrites proteccions sobre substrats similars.
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El tractament de la barreja dels aminoacids comercials 204 i 214 amb clorur de Fmoc en dioxa i
NaOH (1M) a 0 °C durant 4 h rendeix un cru complex on només és possible identificar, per 'H-RMN,
senyals corresponents al grup protector pero no a I’amina d’interés protegida.

Quan la mateixa reaccio s’efectua en medi carbonat, s’obté satisfactoriament 224 amb un rendiment
del 96%.

Fmoc.

NH, O NH O
O/\)’LOH - O/\)(OH
3S: 204 224
3R: 214 Esquema 98

El cru de les cadenes laterals aminoprotegides 224 es tracta amb clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180)
per tal de formar els anhidrids mixtes corresponents, els quals s’esterifiquen amb 1’esquelet androstanic 96,
en preséncia de DMAP com a catalitzador (reaccié6 de Yamaguchi). L’acetonid 225 s’empra per a les
seglients reaccions sense prévia purificacié cromatografica. A continuacid, cal en primer lloc, hidrolitzar
I’acetal de I’anell A i, seguidament, desprotegir el grup amino de la cadena lateral.

La hidrolisi de I’acetonid té lloc en menys d’1 h en dissolucio aquosa de CF;COOH al 50%, obtenint-
se 226 amb un rendiment del 40% després de tres etapes sintétiques des de 26.

Pel que fa referéncia a la hidrolisi del grup Fmoc, a I’hora de triar la base més adient, s’ha tingut en
compte la vida mitja d’aquest grup en Fmoc-ValOH emprant diferents bases en DMF:>%

Base tin

20% piperidina 6s

5% piperidina 20's
50% morfolina 1 min
50% diciclohexilamina 35 min
10% p-dimetilaminopiridina 85 min
50% diisopropiletilamina 10.1 h

Taula 20

Es decideix emprar com a base un 20% de piperidina, ja que, segons les referéncies bibliografiques
trobades, aquesta amina permet 1’obtencié de majors rendiments de desproteccié en temps de reaccio
inferiors. Aixi doncs, 1I’analeg androstanic d’interés 213 s’obté per tractament de 226 amb DMF/piperidina
(20%) a través d’una reaccid molt neta, senzilla, rapida i amb un rendiment del 93%.

Tot i que els desplagaments quimics dels senyals de "H-RMN per als dos diasteredmers de 213 son
exactament els mateixos, no detectant-se cap tipus de desdoblament en cap d’elles, els espectres de "*C-
RMN, mostrats a continuacié, permeten diferenciar els senyals d’ambdés diastereomers, essent aquestes
suficientment diferents com per observar-se clarament la preséncia dels dos isomers.
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Meritxell Molist
ES2302F2R
Op: x. Batllori

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: COCI13

ambient temperature
File: ES2302F2Rc
GEMINI-300 “geminf300"

Relax. delay 1.200 sec

Pulse 40.4 degrees

Acqg. time 0.800 sec

Width 187E2.0 Hz

8192 repetitions
OBSERVE C13, 75.4544489 MHZ
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DATA PROCESSING
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FT size 65536

Total time 9 hr, 18 min, 30 sec

Cc¥®

50.774

53.225 4——

53.696
51.108

53.058

46,244

170
43.132
42.558

43.

43.664
43,618

|

25.435

29.5

Cc2

40.264
. 40.112

40.023

|

37.464

36.568

29.

28.448

28.418 &

28.

29.a35

28,448

28.418

anell -(CH,)s-

26.377 ¢——

]
3
o
©
s
=
5
a | |®
& :
wolls
s
E
|
A
-
s
s |
b [
3 |
"
|
[
|
i
" |
| f
28.0 27.5 27.0 26.5
3%
=0
P
oo -
2 3
: 3
& "
2
o
o 2
b 5
4 : o
. - 4 “
5 i | " =
s !
" ™

WﬁwW'MW'#'W%W'%MJW#Mﬁv'ﬁ"'m o W e i b Wb Wt PO o

55 50

45

40

35

30

25 20 15 ppm

Espectre 3

Aquests dobles senyals no es van observar en cap dels analegs sintetitzats fins aleshores (ni en
I’o—fluoroester 161, ni en els N-metoxicarbonilaminoderivats 151 1 152...) fet que suggereix
I’estereoespecificitat de les diferents reaccions emprades per a preparar les anteriors cadenes laterals.

-129 -



-130 -



D. DISCUSSIO DE LES
DADES D’ACTIVITAT

-131-



-132-



Discussio de les dades d’activitat

En aquest capitol es presenten les dades d’activitat dels 11 compostos sintetitzats en aquesta tesi, 8
d’ells dissenyats de forma racional i 3, de manera sistematica, mitjangant la seleccidé d’acids carboxilics
emprant la metodologia SHOP. Es discuteixen, també, les conclusions que se’n poden extreure.

Activitat dels analegs sintetitzats

L’avaluacio6 de I’activitat dels analegs sintetitzats s’ha dut a terme emprant el test d’inclinaci6 de la
lamina d’arros (RLIT), basat en el desenvolupat per Takeno i Pharis.'"” Les modificacions més importants
que s’han realitzat en I’equip consisteixen en la seva adaptacio a la varietat autoctona del Delta de I’Ebre
Bahia, i a I’augment de la seva sensibilitat mitjancant la modificacié del fotoperiode inicial (16 h de llum

i 8 h de foscor) per 24 h de foscor, després del tractament amb el BR.'*!'®

El protocol consta de quatre etapes:

1.- Germinacid.- se submergeixen les llavors d’arrds (varietat Bahia) en aigua desionitzada i es
deixen germinar durant 2 dies a 30 °C amb un fotoperiode de 16 h de llum i 8 h de foscor.

2.- Sembra.- les llavors germinades es sembren en un gel d’agar-agar al 0.5% en aigua amb la
radicula de germinacié cap amunt perd en contacte amb la superficie. Es deixa créixer I’arros en les
mateixes condicions que en |’etapa anterior durant 4 dies i mantenint una humitat relativa
d’aproximadament un 90%.

3.- Injeccio del BR.- se seleccionen les plantes on s’observi perfectament el nus on es desenvolupa
la segona fulla, ja que €s en aquesta part on s’injecta, amb una xeringa de cromatografia de gasos, el BR a
una dosi que pot oscil-lar entre 107 i 2 pg/planta. Per tal que I’experiment sigui fiable, cada compost s’ha
d’aplicar a un minim de 10 o 12 plantes. En tots els casos, el producte a assajar s’ha dissolt en alcohol
etilic del 95% en pes i, en cada bioassaig, es reserven plantes sense tractar com a control i d’altres en les
que s’injecta 22R,23R-28-homocastasterona a 1 pg/planta, com a referéncia. Es col-loquen totes les
plantes a la cambra de cultiu durant 2 dies a 30 °C i amb un fotoperiode de 24 h de foscor.

4.- Mesura de I’angle.- transcorreguts dos dies de 1’aplicacio del BR, es procedeix a la mesura de
I’angle d’inclinacié format entre la tija i I’anvers de la segona lamina, ara ja desenvolupada i separada de
la tija. Es tallen les plantes per sota del nus i es dibuixa immediatament ’angle en un full de paper per a
mesurar-lo posteriorment amb un transportador d’angles.

Germinacio: Creixement: Tractament: Mesura de
2 dies (30°C, 16 h 4 dies (30°C, 16 h 2 dies (30 °C, ’angle
1lum/8 h foscor) 1lum/8 h foscor) 24 h foscor) Esquema 99
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El bioassaig s’inicia aplicant una dosi de 1 pug/planta ja que s’han observat problemes
d’insolubilitat en aplicar concentracions superiors. Quan s’observa un angle d’inclinacié de la fulla
superior a 45 °, es procedeix a aplicar concentracions de BR inferiors per construir la corba dosi-resposta.
Per a cada dosi, es realitzen, com a minim, tres repeticions i els valors d’activitat per a cada compost
s’expressen com el logaritme negatiu de la dosi a la qual la seva resposta és 45 ° (-log[dosiys(1g)]).

La correspondéncia entre 1’angle d’inclinacié de la lamina i I’activitat dels BRs s’atribueix a que els
BRs actius promouen I’elongacié i/o augment cellular en la zona d’aplicacid, fet que provoca una
inclinaci6 de la fulla que es desenvolupa en aquest punt.

En la taula segiient, es mostren les respostes de tots els compostos sintetitzats a 1 pg/planta, aixi
com tambgé, I’activitat, expressada com a (-log[dosiss(ng)]), d’aquells analegs dels quals ha estat possible
realitzar la corba dosi-resposta. L’avaluacié de les activitats ha estat duta a terme per diferents

components de I’equip.'>'***"
OR
HO,
Ho® sto” St0 Sto%
o OH OH
212 211 213
Angle (°) a 1 pg/planta 44 ° 84° 66 °
Activitat (-log[dosiss(1g)]) 0.29 1.69 1.02
StO)J\/\‘/ StO)J\'/\‘/ StO)W StO)J\./\‘/
5 X HN
oH Ns ~CoOMe
143 154 145 152
Angle (°) a 1 ug/planta 7° 2° 4° 10°
Activitat (—log[dosiys:]) - - - -
0 0 o 0
0 HN
F Ns ~COOMe
144 161 146 151
Angle (°) a 1 ug/planta 20° 20° 4° 100°
Activitat (—log[dosiss]) - - - <03

Taula 21

Cal remarcar que, en el cas de I’analeg 151 (ha mostrat una resposta superior a 45 ° a 1 pg/planta),
en disminuir la dosi per tal de realitzar la corba dosi/resposta fins a 0.5 pg/planta, els angles mesurats han
estat practicament nul'ls, essent, per tant, I’activitat de 151 inferior a 0.3.

En la taula segiient es detallen els angles mesurats en aplicar diferents dosis de cada un dels tres
androstans 211, 212 i 213. Es important destacar que aquests valors d’angle s’han obtingut després de
realitzar la mitjana de com a minim quatre bioassaigs, de 12 plantes cada un d’ells. El grafic segiient
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mostra les seves corbes dosi-resposta, a partir de les quals s’han obtingut els valors d’activitat mitjancant
la interpolacio a 45 °:

211 212 213 Corbes dosi-resposta per a 211, 212 i 213 ’9°§
Dosi | angle angle angle i En
1 84 44 66 <
0.5 78 51 -
0.2 - - 68
0.1 68 - 36
0.05 45 28 34
0.01 61 - -
0.005 25 - -
0.008 20 - -
0.001 0 - - : ; X ‘ —— ; ; 0
40 -35 -30 25 20 -15 -10 -05 00
Taula 22 log (dosi)

En la grafica, es pot observar com alguns dels punts de les corbes presenten una dispersié molt
gran. Aquest fet és forca freqlient quan s’avalua la resposta de les dosis que es troben prop del pendent de
la corba.

El 23R-OH en la interaccié BR-receptor

En aquest context, cal recordar la informacié de la que es disposava abans d’iniciar aquesta tesi.

HO,, 0

OH NH, N3
no"’ ‘h, A v, ‘e, (')JH/Y
(0] St HN\
St St St COO'But
141 137 139 19
Activitat (—log[dosiss-(ng)] 0.54 1.29 - 1.03

Taula 23

L’activitat mostrada pels analegs 137 i 141 (amb funcionalitat donadora de pont d’hidrogen a C23)
en contrast amb D’activitat marginal de 139 (grup acceptor de pont d’hidrogen a C23) suggeria que
I’hidroxil present en aquesta posicié de la BL (1) actuava com a donador de pont d’hidrogen en la
interacci6 BR-receptor. Cal remarcar que 141 presenta I’hidroxil en configuracié oposada a la més
adequada per expressar activitat.

Doncs bé, les activitats marginals de 143, 144, 146 i 161 (funcionalitat acceptora en o de carbonil)

en contrast amb les activitats mostrades per 211, 212, 213 i 151 (donadors) corroboren les hipotesis

. . . 117
realitzades anteriorment en I’equip.
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Es creu doncs, que ara es disposa de prou analegs com per a poder concloure que el 23R-OH de la
BL (1) actua com a donador de pont d’hidrogen en la interaccié BR-receptor.

Dissortadament, en aquesta tesi no s’ha aconseguit obtenir 153 (isomer configuracional de 154),
I’activitat del qual seria una dada més a considerar en el cas que resultés actiu. L activitat marginal de 154
s’estudiara en el segiient apartat.

Comentari apart mereix 213, doncs, tot i tractar-se d’una barreja de diastereomers, la seva activitat
és rellevant. Es creu que, quan es disposi de I’isomer 3’R pur, l’activitat es veura incrementada
notablement, punt que també es comentara en el segiient apartat.

Es important no oblidar que tots els analegs obtinguts en aquesta tesi presenten un grup cetdnic a
C6. Tal i com ja s’ha indicat en la introduccié, és un fet prou generalitzable que tots els BR amb
funcionalitat lactona a 1’anell B, siguin naturals o sintétics, han resultat més actius que les seves
corresponents cetones. En la taula segiient, es mostren algunes parelles cetona/lactona a 1’anell B,
I’activitat de les quals s’expressa com a —log[dosigs(ug)]:

Lactona Cetona Lactona Cetona
——— (X=0C0) (X=CO) ——— (X=0C0) (X=CO)
OH
ot 4.01 3.46 2.08 0.99
HO,, HO,,
HO' X "o
OH OH
OH 3.32 2.80 on 1.76 0.65
HO,
2.05 1.14 3.22 2.23
2.57 2.29 0.41 -
HO,,
HOY'
Taula 24

Es previsible, doncs, que Iactivitat dels analegs que han resultat actius en aquesta tesi (151, 211,
212 1 213) es veura incrementada quan se sintetitzin els corresponents analegs amb funcionalitat lactona a
I’anell B, suposit en el qual I’equip esta treballant actualment.

Un altre punt a considerar consisteix en el fet que tots els analegs androstanics dissenyats
racionalment 1 sintetitzats en aquesta tesi presenten 1’esquelet carbonat de I’acid 4-metilpentanoic, el qual
va ésser escollit per haver permes, anteriorment en 1’equip, I’obtenci6 d’androstans amb major activitat. A
I’esmentada cadena hidrocarbonada lateral li manca, per tal d’obtenir analegs androstanics amb major
similitud a la BL (1), un resta metilic que mimetitzi el 24S-metil d’aquesta. Per aquest motiu, s’ha intentat

- 136 -



Discussio de les dades d’activitat

sintetitzar 1’acid (3S,4)-dimetil-2S-hidroxipentanoic (98) sense obtenir, malauradament, resultats
satisfactoris tot i I’esforg realitzat.

Tal i com s’ha indicat, aquesta regio apolar sembla ser critica per a 1’activitat dels diferents BRs.
Tan sols cal comparar les activitats dels analegs mostrats en la taula 24 per poder veure la influéncia dels
tipus de restes alquilics i la seva configuracié en I’activitat de diversos BR.

S’espera en un futur disposar d’una estratégia sintética adequada que permeti introduir el resta
metilic en B del carbonil de la cadena lateral, per aixi sintetitzar androstans amb major activitat.

La configuracio en o de carbonil

Cal recordar que analegs BRs amb configuracio 22R,22R-diol sén sempre més actius que els seus
diastereomers 22S,23S-diol. Si bé, tal i com es pot observar en els exemples de la taula segiient, on
I’activitat s’expressa com a —log[dosiss-(1g)], aixd es compleix per a cadenes laterals estigmastaniques o
ergostaniques, es desconeix la influéncia de la configuracio en a de carbonil dels androstans.

Cadena lateral 22R,23R 22S,23S Cadena lateral 22R,23R 22S,23S
OH
OH
' OH
3.32 2.05 . ‘Oggj:g\/q/ 1.53 -
HO,,
Ho"' I
OH
2.57 2.08 o > 2.36 1.17
Ny
[¢]
OH
OH
0.45 - 1.0 -
(6]
OH
OH ‘)
- on OH
o, 2.80 1.14 3.22 <1.0
HO"' .
o F ¢}
(0]
OH
Ho,, 2.29 0.99 o 0.55 -
HO.,
Ho"' B
HO (6]
Taula 25
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En aquesta tesi, s’han sintetitzat i avaluat tres parelles de compostos androstanics diastereomers que

només difereixen en la configuracié en a de carbonil, aixi com també, un racémic. L’activitat de tots ells,

expressada com a —log[dosiss(pg)] es mostra en la taula segiient:

Cadena lateral 2’R-analeg 2’S-analeg Cadena lateral 2’R-analeg 2’S-analeg
o 0
151 152 211 212
St0
e <0.3 - StO 1.69 0.29
~COOMe OH
O O NH2
146 145 racemat 213
S10 i ) S0 1.02
Nj

Taula 26

Es pot observar com analegs androstanics 2’ R-funcionalitzats (211 i 151) mostren major activitat
que els seus corresponents diastereomers 2’5 212 i 152, seguint aixi la mateixa tendéncia que es dona per
altres tipus de BRs.

L’activitat marginal mostrada per 154 (grup donador de pont d’hidrogen en a de carbonil) es pot
explicar per la seva configuracié contraria a ’adequada per a una bona activitat. Malauradament, no s’han
pogut comparar les dades d’activitat de la parella 153 i 154, al no disposar-se, de moment, de 153. De tota
manera, es pretén, en un futur, sintetitzar i avaluar ’activitat d’aquest compost. S’espera que 153
mostrara una activitat rellevant en el RLIT, de la mateixa manera que succeia per alguns dels analegs
mostrats en la taula 25, on la configuracié 22S,23S-diol rendia compostos inactius mentre que els
22R,23R-diol analegs presentaven una activitat considerable.

Especial atencio mereix el compost racemic 213. El fet de ser una barreja dels dos diasteredmers
(en proporcido 1:1, aproximadament) provoca que I’activitat avaluada sigui forga inferior a la que
correspondria si es disposés del corresponent isomer bioactiu pur. Es pretén, en futurs treballs, sintetitzar i
avaluar I’activitat d’aquest, esperant-se un augment considerable en la seva activitat.

A continuacidé es mostren els alineaments de les parelles 151-152 i 211-212 amb la CS (2),
observant-se millor solapament de les cadenes laterals pels analegs 2’R-derivats (en blau) que pels seus
diastereomers 2’°S (en verd):

Figura 37: Alineament entre la CS (2, blanc), 151 (blau) i 152 (verd)
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Figura 38: Alineament entre la CS (2, blanc), 211 (blau) i 212 (verd)

La part hidrofobica de la cadena lateral
Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, la part hidrofobica de la cadena lateral juga un paper
essencial per a ’obtencié d’analegs actius. Aixi, cal destacar la importancia del tipus de substituent i la

configuracio del resta alquilic a C24 (taula 25).

Un altre exemple a considerar s’observa en els analegs androstanics amb cadenes o-
aminosubstituides:

OR 0 0 0 0o 0
R N
HO, St HN & HN &t HN & HN St HN
HoM COO'But COO'But COO'But COOBut COO'But
o 16 (-) 17 (-) 18 (0.81) 19 (1.03) 20 (0.28)

Taula 27

Es pot veure com a mesura que augmenta la llargaria de la cadena lateral, s’obtenen analegs més
actius (analegs 16 - 19), sempre i quan no se superi el volum d’exclusié6 molecular de la part apolar
terminal de la cadena lateral (analeg 20), fet que comporta un clar descens en 1’activitat.

En aquest context, curiosament es pot observar com els analegs que contenen un ciclohexil en
I’extrem terminal de la cadena lateral (obtinguts per sintesi sistematica) mostren major activitat en el
RLIT que els que hi presenten un grup isopropilic (sintesi racional). Aixi, per exemple, 212 (en blau) ha
resultat ser més actiu que 154 (en verd).

Figura 39: Alineament entre la CS (2, blanc), 212 (blau) i 154 (verd)
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Sembla ser que el grup ciclohexil és capa¢ de mimetitzar millor la regié hidrofobica de la part
terminal de la cadena lateral de 2 (caracteristica que es pot observar més clarament en la visid
tridimensional del solapament). Es podria pensar que la causa de la menor activitat de 154 respecte 212
fos la manca de capacitat de 1’isopropil per cobrir tot I’espai tridimensional de 1’isobutil de 2.

D’altra banda, la llibertat conformacional de 1’isopropil de 154 és major que la del ciclohexil (més
rigid), fet que pot dificultar la seva interaccié amb el receptor degut a possibles termes entropics.

S’observa aqui, altra vegada, la gran importancia de la part hidrofobica de la cadena lateral per a
I’activitat dels BRs, obtenint-se androstans més actius amb el ciclohexil que amb 1’isopropil, grup a piori
racionalment més semblant a la CS (2).

Dissortadament, la no disponibilitat de 153 i, per tant, de la seva dada d’activitat, impossibilita
extreure informaci6 de la comparacié 153 vs 211, dues estructures comparables a 154 i 212, pero amb
configuraci6 2’R-hidroxilica. Malgrat tot, en la superposicié entre 153 (en verd), 211 (en blau) i la CS (2,
en blanc) s’observa un millor alineament, fet que concorda amb la previsié que 153 hauria de mostrar una
activitat rellevant en el RLIT:

Figura 40: Alineament entre la CS (2, blanc), 211 (blau) i 153 (verd)

Posicio de la funcionalitat polar en la cadena lateral

Per analogia amb molts dels BRs actius (estigmastanics, colestanics, ergostanics...) es va creure
convenient, en iniciar aquesta tesi, la introduccié d’una funcionalitat polar en o de carbonil de la cadena
lateral dels analegs androstanics per tal de mimetitzar el diol veinal 22R,23R de la BL(1).

Ara bé, 213, on el grup aminic es troba en B de carbonil, ha mostrat una elevada activitat en el
RLIT. Tal i com es pot observar en la figura segiient, el 3’-aminosubstituent és capa¢ de mimetitzar el
23R-OH de Ia CS (2):

Figura 41: Alineament entre la CS (2, blanc) i 213 (verd)
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Aquest resultat obre una porta cap a la sintesi de futurs analegs androstanics no solament o.-
substituits sind també on el grup polar es trobi en 3 del carbonil.

La influéncia del BOC en I’activitat BR

Cal recordar que, en realitzar un alineament flexible entre la castasterona (2, en blanc) i 19 (en
verd), es generaven dos conformers prou estables energéticament. Tal i com ja s’ha comentat, la cadena
lateral de 2 és mimetitzada de forma diferent per cada un dels dos conformers. Mentre que, en el cas del
conformer a, la cadena lateral de I’androsta se superposa amb la cadena lateral de 2, aquesta és
mimetitzada per la funcionalitat ‘butoxicarbonilica de 19 en el conformer b, fent aixo que ’esquelet quedi
molt distorsionat.

Figura 42: conformer a

Figura 43: conformer b

Per altra banda i el que sembla més important és que, en el conformer a, el grup amino de 19
s’apropa a I’hidroxil en C23, mentre que en el conformer b, és el carbonil del 'butoxi de 19 el que
mimetitzaria el 23R-OH. Sembla ser que la conformacié que millor explicaria que aquest hidroxil actués
com a donador de pont d’hidrogen en la interacci6 BR-receptor és el conformer a. Aquesta hipotesi
encaixa amb el fet que per a 151, aquest conformer sigui molt més estable que no pas el b (apartat 5.2.4).

S’observa com el grup BOC té gran importancia i influéncia sobre 1’activitat dels compostos, pero
no es troba explicaci6é a la disminuci6é d’activitat entre 19 i 151. Es suggereix, que aquest grup BOC
podria afavorir certs aspectes de solubilitat i transport dels analegs a I’interior de la planta, disminuint-ne
considerablement la seva polaritat. Aquesta hipotesi podria explicar la menor activitat de 151 i la nul-la
activitat de ’aminoderivat 12. Tanmateix, no s’ha trobat cap evidéncia experimental d’aquesta hipotesi.
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La metodologia SHOP

Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, la metodologia SHOP va permetre fer una seleccio previa
de vuit acids carboxilics (cadenes laterals) d’entre una base de dades de gairebé 7500 acids comercials.

Amb la finalitat d’establir un ordre de prioritats per a ésser sintetitzats, es realitzaren alineaments
entre la CS (2) i els diferents androstans amb les cadenes laterals d’acids préviament seleccionats. A partir
dels resultats en les superposicions, s’escolli com a ordre de prioritats abordar la sintesi de 211 i 213, aixi
com també 212 per tal d’estudiar la influéncia de la configuracié en a de carbonil en ’activitat BR.

Cal destacar que, si bé la metodologia SHOP emprada no permet diferenciar entre 211 i 212, el
solapament ja mostrava millor alineament per a 211 que no pas per a 212:

Figura 44: Alineament entre la CS (2, blanc) i 211 (verd)

Figura 45: Alineament entre la CS (2, blanc) i 212 (verd)

La notable activitat mostrada pels tres analegs androstanics 211, 212 i 213 validen la metodologia
computacional SHOP emprada per a I’eleccié dels acids carboxilics (cadenes laterals). De la mateixa
manera, la menor activitat de 212 (amb menor grau de solapament amb 2) suggereix que 1’alineament dels
compostos amb la CS emprant el programa MOE ha resultat ser una técnica util i eficient per a establir un
ordre de prioritats.

S’espera, altra vegada, que quan es disposi dels corresponents analegs amb funcionalitat lactona a
I’anell B, I’activitat augmentara.

Aixi, doncs, la metodologia SHOP combinada amb alineaments dels compostos seleccionats, ha
resultat ser una eina molt valuosa per al disseny de BRs actius amb cadenes laterals allunyades de les
convencionals presents en els BRs naturals, resultant la seva sintesi molt més economica. Cal recordar
que, en I’ordre de prioritats establert pels acids carboxilics estudiats atenent els index de similitud
emprats, una vintena d’aquests acids presentaven uns index de similitud molt semblants i amb estructures
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forga diverses. Aix0 obre una altra porta molt interessant pel disseny de noves estructures amb activitat
promotora del creixement vegetal. Tanmateix, ajudara, sens dubte, a un estudi més profund de la
importancia del resta hidrofobic de la cadena lateral dels BRs en la interaccidé BR-receptor, en poder
incorporar a 1’esquelet esteroidal convenientment funcionalitzat, cadenes hidrocarbonades allunyades de
la sintesi racional.

Els resultats obtinguts emprant la metodologia SHOP en el camp dels BRs amplien la validesa
d’aquesta per a tot tipus de compostos bioactius: farmacs, fitosanitaris...
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Conclusions

» S’ha desenvolupat una metodologia sintética per a 1’obtencié d’analegs androstanics de forma
sistematica i eficient, basada en I’esterificacid6 de Yamaguchi entre I’esquelet androstanic, degudament
funcionalitzat, i diferents acids carboxilics, cadenes laterals.

» L’clevada activitat mostrada pels compostos 19, 211, 212 i 213, tot i no tenir els requeriments
estructurals optims, ha permes concloure que els analegs androstanics poden ser 1tils per a ser emprats
com a promotors del creixement vegetal, presentant com a principal avantatge la seva bona relacio cost
sintétic-activitat.

» S’ha validat la metodologia computacional SHOP, emprada per a la seleccié d’acids carboxilics
comercials com a cadenes laterals d’analegs androstanics. L’alineament flexible emprant el programa
MOE ha resultat una técnica 1til i eficient per a establir un ordre de prioritats per a la sintesi d’analegs
androstanics actius. Es suggereix la possibilitat d’aplicar la combinacié d’ambdues metodologies per al
disseny de tot tipus de compostos bioactius: farmacs, productes fitosanitaris...

» S’ha aprofundit en I’estudi de la interaccio BR-receptor a partir de la sintesi i avaluacié de ’activitat
dels analegs BR androstanics obtinguts:

= S’ha observat la gran importancia de la part terminal de la cadena lateral, obtenint-se analegs més
actius amb el grup ciclohexil (212) que ’isopropil (154) en I’extrem apolar d’aquesta.

» Tant el grup protector de la funcionalitat aminica en o de carbonil de la cadena lateral (12, 19 i
151) com la posicié d’aquest grup (12 i 213) semblen jugar un paper essencial per a I’activitat
d’analegs androstanics.

= El fet que analegs amb substituent alcoxicarbonilamino (18 i 151), amina lliure (213) o hidroxil
(211 1 212) en la cadena lateral mostrin major activitat que els fluoro (161), azido (146) o
cetoderivats (144) corrobora la hipotesi anterior formulada en I’equip segons la qual 1’hidroxil a
C23 de la BL actua com a donador de pont d’hidrogen en la interaccié6 BR-receptor.
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0. OBSERVACIONS GENERALS
Purificacio de dissolvents i reactius

En cas que no s’indiqui d’una altra manera, els dissolvents i reactius emprats en les reaccions es
preparen tal i com es descriu a continuacio:

Dissolvent

Purificacio

Acetat d’etil sec
Acetona seca
Ciclohexa sec
Cloroform sec

Diclorometa sec

es destil-la sobre K,CO;

s’agita sobre K,CO; i es destil-la.
es destil‘la sobre CaCl,

es destil‘la sobre CaCl,

es destil-la sobre CaCl,

Dimetilformamida seca  s’agita sobre BaO i es destil-la

Metanol sec s’agita sobre MgSQ, i es destil-la.
Piridina seca s’agita sobre CaH, i es destil-la
es destil-la sobre CaH,.

es destil-la sobre P,Os

es destil-la sobre CaH,.

Tetrahidrofuran sec
Tolué sec

Trietilamina seca

Atmosfera inerta

En les reaccions realitzades sota atmosfera inerta s’ha utilitzat argd. Consisteix en omplir un globus
amb argod, que es connecta al muntatge de reaccid. A continuacid es purga el sistema d’aire seguint la
segiient seqiiéncia d’operacions: es tanca la clau de pas del globus, es fa el buit al sistema, s’obre la clau
de pas del globus i es repeteix el procés un parell de vegades més.

Control de reaccio

El métode emprat pel control i seguiment de 1’evolucié de les reaccions, aixi com el criteri de
puresa de les fraccions eluides en les cromatografies de columna per a la seva posterior recombinacié ha
estat la cromatografia de capa fina (CCF).

La cromatografia de capa fina es realitza utilitzant plaques plastiques Macherey-Nagel (MN)
Silicagel Polygram® UV,s4 de 0.2 mm de gruix. Després de la seva elucio, les taques es detecten, primer,
per observacid directa amb Ilum ultraviolada a 254 nm i, posteriorment, després de ser revelades
mitjancant la pulveritzaci6 amb H,SO, al 50% seguit de calefaccio a 120 °C durant 5 minuts, per
observacié amb llum visible i llum ultraviolada de 360 nm.

Extraccio

El procés d’extraccid es refereix a la dilucié en H,O del cru de reaccio, extraccio amb el dissolvent
organic que s’indica en cada cas, netejat de la fase organica fins pH neutre, assecat sobre MgSO, anhidre
1 eliminaci6 del dissolvent per destil-lacid a pressio6 reduida.
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Separacié cromatografica

S’usen diferents técniques de cromatografia, que es detallen a continuacid. El dissolvent o barreja
de dissolvents emprats s’indiquen en cada cas.

Cromatografia convencional: columna recta emprant gel de silice SDS de tamany de particula 70-200 um
suspesa en un I’eluent formant una papilla que, després de ser desgasificada, s’introdueix en la columna i
es compacta per gravetat. En el cas de que no s’indiqui el contrari, la relacié cru/adsorbent és de 1:100.

Cromatografia flash: columna recta emprant gel de silice SDS de tamany de particula 0035-0.070 mm
que s’introdueix en sec, es compacta per succid. A continuacid, es mulla amb ’eluent i, després de
carregar la barreja a separar, s’elueix sota pressid de nitrogen, a un flux de 50-100 ml/min. La relacio
utilitzada és de 1:50 en pes.

Per a carregar el cru a la columna hi ha dos tipus de carregues, en dissolucio i seca. En el cas de la

carrega en dissolucio, el cru es dissol en la minima quantitat de 1’eluent a utilitzar en la cromatografia o
menys polar que aquest, s’afegeix sobre la capa de sorra introduida préviament sobre la silice mullada i es
deixa que s’elueixi a la columna. Per a la carrega seca, el cru també es dissolt en el dissolvent adequat i
s’afegeix silice, amb una relacid pes cru/pes silice 1:5. S’agita a ultrasons, s’elimina el dissolvent
mitjancant destil-lacié a pressid reduida i s’asseca al buit. Una vegada sec, es diposita sobre la capa de
sorra i a continuacio6 s’afegeix una segona capa de sorra. Finalment, un cop introduit el cru d’una manera
o d’una altra, s’afegeix I’eluent i es procedeix a 1’elucio.

Cromatografia Lobar-Merk : S’utilitza una columna preparada Lichoprep Si 60 de gel de silice, de
tamany de particula 0.040-0.063 mm (230-400 mesh). Per a la circulacié de ’eluent s’utilitza una bomba
dosificadora de polsos Duramat amb amortiguador, amb una pressié de treball de 4-6 bar. En les
columnes Flash, les fraccions es recullen manualment, mentre que en les columnes rectes i Lobar es fa

automaticament amb un col-lector Ultro-Rac LKB-7000.

Cromatografia preparativa: plaques plastiques Macherey-Nagel (MN) Silicagel Polygram® UV,s, de 0.2
mm de gruix. El tamany de les plaques és de 20 x 20 cm. El cru es dissolt en la minima quantitat de
dissolvent i s’introdueix uniformement a la part baixa de la cromatoplaca. Un cop eluida la placa, es rasca
la silice de les zones on es detecta el producte, conegut per referéncia o per observacié amb llum
ultraviolada de 254 nm. La silice, junt amb el producte, es macera amb un dissolvent i es deixa agitar
durant 30 min o 1 hora, es filtra, s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressio reduida i es deixa
assecar al buit.

Dades espectroscopiques

Espectres d’infrarroig (IR)

Els espectres d’infrarroig (IR) s’han enregistrat en un espectrofotometre Nicolet Magna IR 560. Les
mostres s’han preparat en film evaporat de CHCl; (film evap. CHCL;) o en pastilla de KBr. Es fa constar
la posicio en cm™ de les bandes d’absorcid més significatives de cada espectre.
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Espectres de ressonancia magnética nuclear de protd (‘H-RMN)

Els espectres de ressonancia magnética nuclear de proté (‘H-RMN) de 300 MHz s’han registrat en
un instrument Varian Gemini-300. En cada cas, s’ha fet servir el dissolvent que s’indica. La posicio dels
senyals es dona en valor de 6 en ppm, prenent com a referéncia interna els senyals dels protons de
(CH3)4Si (6=0). Entre paréntesi es fa constar el nombre de protons mesurats mitjancant integracio
electronica, el tipus de senyal caracteritzat com s (singulet), d (doblet), dd (doblet de doblets), dm (doblet
de multiplets), t (triplet), m (multiplet), seguida de la/es constant/s d’acoblament (J) o I’amplada de banda
(W15, pels multiplets) expressada en Hz i, per ultim, I’assignacio del senyal.

Espectres de ressonancia magnética nuclear de carboni (*C-RMN)

Els espectres de ressondncia magnética nuclear de carboni (*C-RMN) s’han realitzat en un aparell
Varian Gemini-300 (75 MHz). En cada cas s’indica el dissolvent utilitzat. Els espectres es registren amb
desacoplament de proto (WALTZ-16) i amb acoplament de proto (gated 'H-decoupling) i la multiplicitat
dels senyals es determina mitjangant 1’us de la seqiiéncia de polsos DEPT. (Distorsionless Enhancement
by Polarization Transfer). La posicio dels senyals es dona en valor de & ppm, prenent com a referéncia
interna el senyal dels carbonis de (CHj3)4Si (6=0), seguit de la multiplicitat del senyal s (singulet), d
(doblet), t (triplet) i q (quadruplet) i la seva assignacio.

Espectres de doble ressonancia (HETCOR)

Els espectres de doble ressonancia, com ’HETCOR, s’han enregistrat en un instrument Varian
Gemini-300.

Espectre de masses d’impacte electronic (EM-IE) i espectre de masses de ionitzacié quimica d’alta
resolucio (EM-IQ)

Els EM-IE i els EM-IQ han estat enregistrats en instruments Hewlett-Packard 5995-A i 5988-A,
respectivament. En ells, s’indica la relacié massa/carrega dels fragments més significatius i 1’abundancia
expressada en tant per cent respecte el pic base.

Constants fisiques
Punt de fusio

S’ha realitzat amb un instrument Stuart Scientific SMP3 amb un bany d’aire, en capil-lar obert i
sense correccio posterior.

Nomenclatura
Si bé per a molts analegs androstanics s’ha emprat la nomenclatura [UPAC, en alguns casos s’ha

modificat I’ordre dels substituents amb la finalitat d’homogenitzar els noms dels diferents compostos
esteroidals.
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1. PREPARACIO DE L’ESQUELET ANDROSTANIC
1.1. Intent de sintesi d’analegs BRs androstanics amb funcionalitat 2,3-dicetona
1.1.1. Intent de sintesi d’analegs 2,3-diceto a partir de 17[-hidroxi-5 a-androst-2-en-6-ona (25).
Es dissolen A mg/mmol de 25 en B ml de DMSO i s’addicionen C ml d’HBr (45%). La barreja es
deixa agitant a D °C durant E h. S’afegeix dissolucié aquosa saturada de NaHCO; fins a pH > 7 i s’extreu

amb AcOEt. La fase organica s’asseca sobre MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent mitjangant
destil-laci6 a pressio reduida, obtenint-se F mg d’un cru que correspon a G.

Exp. A B C D E Fmg G
mg/mmol mIDMSO mlHBr45% °C h 25:50
1 100/0.35 2 0.20 100 16 52 cc
2 30/0.10 5 0.20 ta. 5 26 60 : 40
3 30/0.10 5 0.20 100 20 25 cc on es detecta S0
4 30/0.10 5 0.20 ta. 20 31 0:100

e Dades espectroscopiques més significatives de 17p-hidroxi-5p-androst-2-en-6-ona (50)

"H-RMN (300 MHz, CDCly): 5.68-5.67 (2H, m, H-C3 + H-C2), 3.66 (1H, t, J = 8.5 Hz, aH-C17), 0.86
(3H, s, 19-CH3), 0.73 (3H, s, 18-CHs).

1.1.2. Intent de sintesi d’analegs 2,3-diceto a partir de 2 3E-androstans (52).
1.1.2.1. Sintesi de 17 [-acetoxi-5 a-androst-2-en-6-ona (51)

Es dissolen 510 mg (1.77 mmol) de 17(3-hidroxi-5Sa-androst-2-en-6-ona (25) en 2 ml d’anhidrid
acétic i s’addicionen 145 mg de 4-(pirrolidin-1-il)piridina dissolts en 1 ml de Py seca. Es deixa agitant en
atmosfera d’argo, a t.a. i protegit de la llum. El seguiment de la reaccid es realitza per CCF (Cy/AcOEt
2:1) 1 aquesta es para al cap de 2 h. S’elimina el dissolvent i es redissol el cru en AcOEt. La fase organica
es renta amb dissolucions aquoses saturades de NaHCO; 1 NaCl. S’asseca sobre MgSO, anhidre, es filtra i
s’elimina el dissolvent mitjangant destil-laci6é a pressié reduida, obtenint-se 560 mg (1.70 mmol) d’un
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solid blanc pur que correspon a 17B-acetoxi-5a-androst-2-en-6-ona (51, rdt = 96%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5.68-5.66 (1H, m, H-C3), 5.59-5.57 (1H, m, H-C2), 4.64 (1H, t, ] = 8.2 Hz,
aH-C17), 2.35 (1H, dd, J = 3.9 i 12.6 Hz, aH-C5), 2.05 (3H, s, CH;COO), 0.80 (3H, s, 18-CHj), 0.72
(3H, s, 19-CH;).

1.1.2.2. Sintesi de 17 [-acetoxi-2¢ 3 E-dihidroxi-5 a-androstan-6-ona (52).

Es dissolen 560 mg (1.69 mmol) de 17pB-acetoxi-5a-androst-2-en-6-ona (51) en 50 ml de ‘BuOH, 15 ml
de THF i 5 ml d’H,0. S’hi afegeixen 6.5 g (55.48 mmol) de NMO i 31 mg (0.12 mmol) de OsO,. La
reaccid es manté agitant en condicions d’atmosfera inerta i a t.a. Es segueix la reaccid6 per CCF
(Cy/AcOEt 2:1). Al cap de 12 h no es detecta producte de partida i es para la reaccid afegint 50 ml d’una
dissolucio aquosa saturada de bisulfit sodic, que es deixa agitant durant 1 h. S’eliminen els dissolvents
organics a pressio reduida per evitar emulsions en la posterior etapa d’extraccid. S’hi afegeixen 100 ml d’
H,0 i s’extreu amb 6 x 150 ml de AcOEt. S’ajunten les fases organiques i es renten amb 3 x 150 ml d’una
solucié aquosa saturada de clorur sodic. Les fases organiques s’assequen sobre MgSO, anhidre. S’elimina
el dissolvent a pressio reduida. S’obtenen 596 mg (rdt = 97%) d’una barreja dels dos isomers 2a,30-diol
(52a)/2f3,3B-diol (52b) en una proporcié 75:25, les dades espectroscopiques més significatives dels quals
son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.65 (2H, t, J = 8.2 Hz, aH-C17), 4.06 (2H, m, H-C3), 3.80-3.76 (1H, m,
BH-C2 (52a)), 3.68-3.61 (1H, m, aH-C2 (52b)), 2.70 (2H, dd, J = 3.0 i 12.3 Hz, aH-C5), 2.32 (2H, dd,
J=4.5113.0 Hz, BH-C7), 1.00 (3H, s, 19-CHjs (52b)), 0.79 (6H, s, 18-CHj), 0.78 (3H, s, 19-CHjs (52a)).

1.1.2.3. Intent d’obtencio de la funcionalitat 2,3-dicetona (53) emprant NBS

Es dissolen A mg/mmol de 17p-acetoxi-2&,3&-dihidroxi-Sa-androstan-6-ona (52) en B ml de CCly i
s’addicionen C ml/mmol de Py i 58 mg (0.28 mmol) de NBS. Es deixa agitant la reaccié a D °C durant E
h. Es renta el cru amb H,0, s’extreu amb CHCI; i s’assequen les fases organiques sobre MgSQ, anhidre.
S’elimina el dissolvent mitjangant destil-laci6 a pressid reduida.

Exp. A B C D E
mg/mmol  mlCCly  ml/mmol Py °C h

1 50/0.14 3 0.01/0.14 70 4
2 50/0.14 3 - t.a. 5
3 50/0.14 5 0.01/0.14 t.a. 72
4 1837/5.04 108 - 40 25
5 100/0.30 3 0.02/0.27 80 96

En cap de les 5 experiéncies realitzades es detecta, mitjancant CCF comparativa de referéncia
(veure apartat 1.1.2.5.) i '"H-RMN, la formaci6 majoritaria de la dicetona d’interés.
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Per tal d’identificar algun dels compostos formats, el cru obtingut en 1’experiéncia 4 es purifica
mitjancant cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt (1:1)) seguit de cromatografia preparativa (SiO,,
Cy/AcOEt (1:6)), aillant-se 38 mg de 17B-acetoxi-7&-bromo-2&,3&-dihidroxi-5Sa-androstan-6-ona (68),
les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

IR (film evap. CHCI3): 3454, 3165, 2945, 1774, 1711, 1245, 1183.

"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 4.69 (1H, t, J = 8.5 Hz, aH-C17), 4.17 (1H, m, H-C7), 4.08 (1H, m, H-C3),
3.82-3.73 (1H, m, H-C2), 3.66 (1H, dd, ] = 3.6 i 12.6 Hz, aH-C5), 2.05 (3H, s, OCOCH ), 0.82 (3H, s,
18-CH;), 0.77 (3H, s, 19-CH).

BC-RMN (75.5 MHz, CDCl5): 205.1/s C6, 170.9/s OCOCHs3, 81.9/d C17, 68.1/d C3, 68.0/d, C2, 57.3/d
C7, [47.0/d + 46.0, C9 + C14], 44.5/d C5, 42.8/s C13, 42.7/s C10, 40.0/t C1, 39.7/d C8, 35.8/t C12, 27.2/t
Cl16, 26.4/t C4, 22.2/t C15, 21.2/q OCOCH3, 20.3/t C11, 13.3/q C19, 12.5/q C18.

HETCOR 'H-"C (300 MHz — 75 MHz, CDCI;) : 4.69 (aH-C17)-81.9 (C17), 4.17 (H-C7)-57.3 (C7), 4.08
(H-C3)-68.1 (C3), 3.72 (H-C2)-68.0 (C2), 3.66 (H-C5)-44.5 (C5), 2.05 (OCOCH;)-21.2 (OCOCHs3), 1.79
(H-C12)-35.8 (C12), 1.76 (H-C1)-40.0 (C1), [1.60 + 1.77, (H-C9 + H-C14 )]-[47.0 + 46.0, (C9 + C14)],
1.45 (H-C15)-22.2(C15), 1.28 (H-C8)-39.7 (C8), 0.72 (H-C18)-12.5 (C18), 0.68 (H-C19)-13.3 (C19).

EM-AR: trobat 443.1298 [M] °, (calc. 443.1256, C,1H3,BrOs)
EM-IE: 426 ([M-OH] 7, 6), 425 (IM-H,0] 7, 25), 364 (31), 363 (50), 347 (76), 346 (54), 345 (100), 329
(35), 327 (62), 305 (32), 303 (49), 287 (53), 285 (71), 269 (32), 267 (38), 100 (56).

1.1.2.4. Intent d’obtencio de la funcionalitat 2,3-dicetona (53) emprant polivinil-PCC

Es dissolen 100 mg (0.27 mmol) de 17B-acetoxi-2&,3&-dihidroxi-5a-androstan-6-ona (52) en 3 ml
CH,Cl, i 5 ml de Cy. S’addicionen 927 mg (3.24 mmol) de polivinil-PCC (3.5 mmol/g resina) i es deixa
agitant a 80 °C durant 3 dies. Tant per CCF (Cy/AcOEt 1:5) com per 'H-RMN, no es detecta avang de la
reaccio i només es recupera producte de partida 52.

1.1.2.5. Intent d’obtencio de la funcionalitat 2,3-dicetona (53) emprant PCC

Es dissolen 398 mg de 52 (1.09 mmol) en 60 ml CH,Cl,, s’hi addicionen 932 mg (4.4 mmol) de
PCC dissolts en 100 ml CH,Cl, i es deixa agitant en atmosfera inerta i t.a. durant 6 h. Es renta amb
dissolucio6 aquosa saturada de NaHCO; i NaCl i s’asseca la fase organica sobre MgSQO, anhidre. S’elimina
el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressié reduida i s’obtenen 524 mg d’un cru que conté elevades
quantitats de compostos cromats. S’intenta purificar mitjangant cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt,
3:2), aconseguint-se aillar només una fraccié impura de 17 mg on es detecta la preséncia de 173-acetoxi-
Sa-androstan-2,3,6-triona (53), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.65 (1H, t, J = 8.4 Hz, aH-C17), 2.79 (1H, dd, ] = 3.0 i 12.9 Hz, aH-C5),
0.80 (3H, s, 18-CHs), 0.72 (3H, s, 19-CHs).
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1.2. Sintesi d’analegs BRs androstanics amb funcionalitat 2,3-difluor (91 i 92)
1.2.1. Intent de sintesi de 2 o, 3 a-difluoroandrostans emprant difluorur de p-iodotolué
Es dissolen A mg/mmol de 17B-hidroxi-5a-androst-2-en-6-ona (25) en 2 ml de CH)Cl, i

s’addiciona B g/mmol de difluorur de p-iodotolue (89) dissolts en 3 ml de Et;N-3HF i 1 ml de CH,Cl, en
atmosfera inerta i a -78 °C. Es deixa agitar la reaccié a D °C durant E h.

A B D E
mg/mmol mg/mmol °C h

1 100/0.35 118/0.46 0 2

Exp.

2 25/0.09 60/0.23 0 48
3 25/0.09 60/0.23  ta. 48

El cru de reaccié s’aboca sobre dissolucid aquosa saturada de Na,CO; i s’extreu amb AcOEt. La
fase organica s’asseca sobre MgSQ, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacio a
pressio reduida. Tant per CCF (AcOEt/THF 4:1) com per '"H-RMN, no es detecta en cap cas evolucio de
la reaccio, recuperant-se en les tres experiéncies el producte de partida 25.

1.2.2. Sintesi de 2& 3 E-difluoro-17 f-acetoxi-5 a-androstan-6-ona emprant difluorur de xenon

Es dissolen 1145 mg (3.46 mmol) de 17f-acetoxi-5a-androst-2-en-6-ona (51) en 58 ml d’una
barreja éter/CH,Cl, 1:1 i s’addicionen sobre 880 mg (5.19 mmol) de XeF,. S’afegeix una dissolucié de
300 mg de BF;-eterat en 25 ml de benze i es deixa agitant a t.a. i en atmosfera d’argé durant 14 h.
S’elimina 1’¢ter i el benz¢ mitjancant destil-lacio a pressié reduida i s’addiciona CHCIL;. La fase organica
es renta amb NaHCOj; i I’aquosa s’extreu amb CHCl;. S’ajunten les fases organiques, s’assequen sobre
MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-laci6 a pressio reduida, obtenint-se 1643 mg de
cru de reacci6. Després de realitzar dues cromatografies flash (Cy/AcOEt, 4:1 i Cy/AcOEt, 8:1) i varies
recristal-litzacions, es recuperen 92 mg de 51 (8%) sense reaccionar i diverses fraccions de compostos
difluorats. Aquestes fraccions contenen barreges dels 8 isomers possibles de 2&,3&-difluoro-17f-acetoxi-
5&-androstan-6-ona, els quals no ha estat possible diferenciar i separar per CCF.

J
Acoblament Assignacio
(ppm) (Hz)
5.00 dm 51

H-C2 i H-C3 de compostos
4.92 dm 45 amb funcionalitat
2§&,3&-difluor

4.62 dm 45

1.07 s - 19-CH; de 2,38 i 2B,30-
1.08 S ) difluors amb els anells A/B trans
0.85 ] - 19-CH; de 2,38 1 2B,3a-
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J
(ppm) Acoblament (H2) Assignacio
0.84 s ) difluors amb els anells A/B cis
0.71 s - 19-CH; de 20,3 i 20,301~
0.72 s ; difluors amb els anells A/B trans

1.3. Sintesi d’analegs BRs androstanics amb funcionalitat 2a,30-diol
1.3.1. Sintesi de 2a,3 a, 17 f-trihidroxi-5 a-androstan-6-ona (26)

Es dissolen 1130 mg (3.91 mmol) de 17B-hidroxi-5a-androst-2-en-6-ona (25) en 127 ml de ‘BuOH,
40 ml de THF i 14 ml d’H,O. S’hi afegeixen 15 g de NMO (128 mmol) i 1 ml d’una solucié de OsO, en
‘BuOH (100 mg de OsOy4 (0.39 mmol) en 1 ml de ‘BuOH). La reaccié es manté agitant en condicions
d’atmosfera inerta i a t.a. Es segueix la reaccio per CCF (AcOEt/THF 4:1). Al cap de 7.5 h no es detecta
producte de partida i es para la reacci6 afegint 100 ml d’una dissolucié aquosa saturada de bisulfit sodic,
que es deixa agitant durant 1 h. S’eliminen els dissolvents organics a pressio reduida per evitar emulsions
en la posterior etapa d’extraccid. S’hi afegeixen 200 ml d’H,0O i s’extreu amb 5 x 300 ml de AcOEt.
S’ajunten les fases organiques i es renten amb dissolucions aquoses saturades de clorur sodic. Les fases
organiques s’assequen sobre MgSQ, anhidre, s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacidé a pressid
reduida i s’obtenen 1345 mg de cru. Per 'H-RMN es detecta, per comparacié amb mostres independents,
la preséncia de 2a,30.,17B-trihidroxi-5a-androstan-6-ona (26), 23,33,17B-trihidroxi-5a-androstan-6-ona
(94) i 2p,3B,17p-trihidroxi-5B-androstan-6-ona (95), amb una relacié 26/94/95 de 70:30:<1.

La purificacié d’aquest cru es troba detallada en I’apartat 1.3.3.
1.3.2. Dihidroxilacio asimétrica de Sharpless

Es dissolen 349 mg (1.21 mmol) de 17p-hidroxi-5a-androst-2-en-6-ona (25) en 20 ml de THF. Es
prepara una solucié de 1.60 g de NMO (13.66 mmol), 204 mg (0.408 mmol) de DHQD-PHN i 1 ml d’una
solucié de OsO,4 en ‘BuOH (10.3 mg de OsO, (0.04 mmol) en 1 ml de ‘BuOH) en 15 ml de ‘BuOH, 5 ml
de THF i 3 ml d’H,0. S’afegeix la solucié de 25 sobre la solucid6 de NMO/OsO,/DHQD-PHN,
previament refredada a 0 °C. La reaccié es manté agitant a 0 °C en condicions d’atmosfera inerta. Se
segueix la reaccié per CCF (AcOEt/THF 4:1). Al cap de 20 h no es detecta producte de partida i es para la
reaccio afegint 25 ml d’una dissoluci6 aquosa saturada de bisulfit sodic, que es deixa agitant durant 1 h.
S’eliminen els dissolvents organics a pressido reduida per evitar emulsions en la posterior etapa
d’extraccio. S’hi afegeixen 50 ml d’H,O i s’extreu amb 5 x 75 ml de AcOEt. S’ajunten les fases
organiques i es renten amb 3 x 75 ml d’una solucié aquosa saturada de clorur sodic. Les fases organiques
s’assequen sobre MgSO, anhidre. S’climina el dissolvent mitjangant destil-lacio a pressi6 reduida
obtenint-se 356 mg d’un cru compost per 26, 94 i 95, amb una relacid 79.1:20.3:0.6 (valorat per 'H-
RMN) i un rdt del 58% des de 25. Aquesta mescla s’intenta purificar per cromatografia flash AcOEt/Cy
4:1 sense exit.
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1.3.3. Purificacio del cru de la reaccio 1.3.1.
1.3.3.1. Intent d’isomeritzacio del trihidroxiandrosta 94 a 95.

Es dissolen 178 mg de cru de la reaccié 1.3.1. en THF/MeOH (99.5:0.5) 1 s’hi afegeixen 32 ml
d’una solucié de 4.44 g de NaOH en 55 ml de MeOH/H,O (10:1). El seguiment es fa per CCF
(AcOEY/THEF 4:1). Es para la reacci6 al cap de 46 h sense detectar cap evolucio significativa per CCF.

1.3.3.2. Mitjangant cromatografia flash i Lobar® (AcOEt/THF 4:1)

Es purifiquen 210 mg de cru de la reacci6 1.3.1. mitjangant cromatografia flash, amb una relacio
cru/silice 1:350, seguida de cromatografia Lobar® fent servir com a eluent AcOEt/THF 4:1. S’obtenen 49
mg de 2[3,3B,17p-trihidroxi-5Sa-androstan-6-ona (94), amb un rdt del 15% des de 25, 41 mg d’una mescla
de 26 1 94 amb una relacié molar de 83:17, quantificada per 'H-RMN, amb un rdt del 13% des de 25 i 130
mg de 2a,3a,17B-trihidroxi-Sq-androstan-6-ona (26), amb un rdt del 41% des de 25.

1.3.3.3. Mitjangant cromatografia flash (AcOEt/THF 8:1)
368 mg del cru de la reaccid 1.3.1. es purifica per cromatografia flash (SiO./substrat (150:1),

AcOEt/THF (8:1)). Es realitza carrega seca del cru de reaccid, el dissolvent amb el qual es dissol el cru és
MeOH. Les fraccions obtingudes es descriuen a continuacio.

Fraccions Quantitat (mg) Composicié
F1 53 25 + imp.
F2 14 94
F3 89 94 (26%) + 26 (74%) *
F4 197 26
F5 4 c.c.
* Determinat per 'H-RMN. rdt columna: 97%.

= La fraccio 2 s’identifica com a 2f3,3f,17p-trihidroxi-Sa-androstan-6-ona (94) amb un rdt del 4%, les
dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI;): 4.04 (1H, m, «H-C3), 3.68 (1H, dd, ] = 8.5 i 8.5 Hz, aH-C17), 3.63 (1H, m,
oH-C2), 2.33 (1H, dd, J = 4 i 12 Hz, aH-C5), 2.22 (1H, dd, J = 3 i 12 Hz, BH-C7), 2.14 (1H, dd, ] = 3 i
14 Hz, aH-C7), 1.00 (3H, s, 19-CHs), 0.75 (3H, s, 18-CHj).

= La fraccio 3 s’identifica com a una mescla de 2f3,3f3,17B-trihidroxi-5a-androstan-6-ona (94) i
20.,30,17B-trihidroxi-5ai-androstan-6-ona (26) (26:74, quantificat per 'H-RMN) amb un rdt del 26%.

= La fraccid 4 s’identifica com a 2a,3a,17p-trihidroxi-5a-androstan-6-ona (26) amb un rdt del 59%, les
dades espectroscopiques més significatives del qual son:
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"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.05 (1H, m, BH-C3), 3.76 (1H, m, BH-C2), 3.69 (1H, dd, J = 8.5 i 8.5 Hz,
oH-C17), 2.69 (1H, dd, J = 2.5 i 12.5 Hz, aH-C5), 2.31 (1H, dd, J = 4.5 i 12.5 Hz, H-C7), 0.77 GH, s,
19-CHs), 0.75 (3H, s, 18-CH).

BC-RMN (75 MHz, CDCl3): 211.4/s C6, 81.5/d C17, [68.4/d + 68.3/d, C2 + C3], 53.9/d C9, 51.4/d C14,
50.8/d C5, 46.3/t C7, 43.4/s C13, 42.6/s C10, 40.3/t C1, 37.8/d C8, 36.3/t C12, [26.4/t + 23.3/t, C4 + C15
+C16],21.0/ Cl1, 13.7/q C19, 11.2/q C18.

1.3.3.4. Mitjangant recristal-litzacio i cromatografia flash (AcOEt/THF 8:1)

1.063 g del cru de la reaccio 1.3.1. es purifiquen mitjangant recristal-litzacié amb EtOH, aillant-se
276 mg (0.86 mol) de 26 amb una elevada puresa i amb un rdt de recristal-litzacié de 25% S’identifica
mitjancant espectres de 'H-RMN. Per augmentar el rdt en producte aillat, 616 mg de les aigiies mares es
purifiquen per cromatografia flash (SiO,, AcOEt/THF (8:1)). Es realitza carrega seca d’aquest cru. Les
fraccions obtingudes es descriuen a continuacio.

. Quantitat . rdt
Fraccions Composicié o

(mg) (%)

F1 54 25 + imp. -

F2 17 94 1

F3 126 94 (75%) + 26 (25%) * 11

F4 467 26 91

F5 46 c.c. -

* Determinat per 'H-RMN.
El compost d’interes 26 s’ha aillat amb un rdt global del 66%.
1.3.4. Intent de proteccio del diol 26 emprant MeCOMe

Es dissolen 100 mg (0.31 mmol) de 26 en 40 ml d’acetona i s’hi afegeix 1 mg (0.006 mmol) de
PTSA. Es deixa agitar a t.a. Al cap de 24 h s’afegeixen 1.5 mg (0.009 mmol) de PTSA per accelerar la
reaccio. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/THF 4:1). Es para la reaccio a les 72 h ja que la
reaccio quasi no ha evolucionat. S’elimina I’acetona a pressio reduida i, per 'H-RMN, es verifica que
només hi ha producte de partida 26.

1.3.5. Sintesi de 2o, 3 a-isopropilidendioxi- 17 f-hidroxi-5 a-androstan-6-ona (96) emprant DMP

Es dissolen 100 mg (0.31 mmol) de 26 en 24 ml de DMP i s’hi afegeixen 28 mg (0.16 mmol) de
PPTS. Es deixa agitar en atmosfera inerta a t.a. durant 28 h. El seguiment de la reaccio es fa per CCF
(AcOEt/THF 4:1). S’evapora tot el dissolvent a pressi6 reduida, rendint un cru de reaccioé de color marro
fosc. S’hi afegeixen 40 ml de AcOEt i es renta aquesta fase organica amb 2 x 20 ml d’una solucié aquosa
saturada de NaHCO; i, seguidament, amb 2 x 20 ml d’una solucié aquosa saturada de NaCl. S’asseca la
fase organica sobre MgSO, anhidre i s’evapora el AcOEt a pressi6 reduida. S’obtenen 137 mg de 96 amb
una elevada puresa i amb rdt quantitatiu, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:.
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IR (film evap. CHCl3): 3472, 2951, 1710, 1380, 1367, 1242, 1215, 1057.

"H.RMN (300 MHz, CDCl;): 428 (1H, m, BH-C3), 4.11 (1H, m, BH-C2), 3.68 (IH, t, J=8.2
Hz, aH-C17), 2.54 (1H, dd, J=12.6 Hz, 3.8 Hz, aH-C5), 2.36 (2H, dd, J=4.3 i 13.0 Hz, BH-C7), 0.74 (3H,
s, 18-CHs), 0.69 (3H, s, 19-CH).

BC-RMN (75 MHz, CDCl3): 210.8/s C6, 107.9/s CH3-C(O),, 81.5/d C17, [72.3/d + 72.1/d, C2 + C3],
53.5/d €9, [51.6/d + 51.4/d, C5 + C14], 46.5/t C7, 43.3/s C13, 42.5/s C10, 41.2/t C12, 37.6/d C8, 36.2/t
C4, 30.4/t C1, [28.7/q + 28.6/q, (CH;)-acetal], 23.3/t C16, 22.7/t C15, 20.9/t C11, 12.8/q C19, 11.1/q
C18.

2. INTENT DE SINTESI DE LA “CASTASTERONA ANDROSTANICA”
2.1. Sintesi d’epoxids racémics

2.1.1. Obtencio de compostos insaturats

2.1.1.1. Sintesi del (E)-4-metil-2-pentenoat d’etil (114)

A una suspensié de 15 g (0.37 mol) de NaH (60%) en 300 ml de THF, a 0 °C i sota atmosfera
d’argo, s’addiciona, gota a gota, 100 ml (0.49 mmol) de trietil fosfonoacetat (116, 97%). S’afegeix, gota a
gota, una dissolucié de 46 ml (0.49 mmol) d’isobutiraldehid (115, 98%). Es deixa agitant durant 4 hores a
0 °C. Posteriorment s’addicionen, gota a gota, 200 ml d’H,O, s’extreu amb AcOEt i s’asseca sobre
MgSO, anhidre. Es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-laci6 a pressid reduida. El cru es
destil-la a pressio reduida (100 °C, 8 mmHg) obtenint 58.34 g de 114 (rdt = 83%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

'H NMR (300 MHz, CDCI3): 6.94 (1H, dd, J = 6.6 i 15.6 Hz, H-C3), 5.77 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-C2), 4.18
(2H, q, ] = 7.2 MHz, OCH,CH3), 2.45 (1H, m, H-C4), 1.29 (3H, t, ] = 7.2 Hz, OCH,CHs), 1.06 (6H, d, J
= 6.9 Hz, H-C5 + H-C6)

2.1.1.2. Sintesi de [’acid 4-metil-2-pentenoic (122)

Es dissolen 5.0 g (35 mmol) de 114 en 15 ml de MeOH 1 s’addicionen 8.76 g (63.4 mmol) de
K,CO; en 5 ml d’H,0. Es porta la mescla a reflux durant 5 h. S’extreu amb Et,0, s’acidula la fase aquosa
amb HCI fins pH < 2 i s’extreu altra vegada. S’ajunten les fases organiques, s’assequen sobre MgSO,
anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacio a pressié reduida. S’obtenen 3.82 g d’un
cru que correspon majoritariament a 1’acid 122 (rdt = 96%), les dades espectroscopiques més
significatives del qual son:

"H NMR (300 MHz, CDCl;): 7.06 (1H, dd, J = 6.6 i 15.9 Hz, H-C3), 5.77 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-C2), 2.49
(1H, m, H-C4), 1.08 (6H, d, J = 6.9 Hz, H-C5 + H-C6)
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2.1.1.3. Sintesi de (E)-4-metil-2-pentenoat de metil (123)

Es fan bombollejar 9.40 mmol de CH,N, (obtinguts en barrejar 2.87 g de Diazald, 20 ml d’EtOH i 1
ml de dissolucid aquosa saturada de NaOH ) en una dissolucioé d’1.0 g (8.8 mmol) de I’acid 122 en 20 ml
de CH,Cl, a 0 °C. S’elimina el dissolvent mitjangcant destil-laci6 a pressié reduida, obtenint-se
quantitativament 123, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H NMR (300 MHz, CDCl3): 6.95 (1H, dd, J = 15.6 Hz, 6.6 Hz, H-C3), 5.75 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-C2),
3.73 (3H, s, OCH;), 2.46 (1H, m, H-C4), 1.06 (6H, d, J = 6.9 Hz, H-C5 + H-C6)

2.1.1.4. Sintesi del crotonat de 2°S-metilbutil (120)

Es dissolen 13.03 g (151 mmol) d’acid crotonic (121) i 13.30 g (151 mmol) de 2S-metil-1-butanol
en 20 ml de Cy. S’addicionen 1.5 ml d’H,SO,4 98% i es porta la dissolucié a reflux (Dean-Stark) durant
12 h. S’extreu amb AcOEt, es renta la fase organica amb dissolucié aquosa saturada de NaHCO; i NaCl,
s’asseca sobre MgSO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-laci6 a pressié reduida.
S’obtenen 15.12 g d’un cru que correspon majoritariament a 120 (rdt = 64%), les dades espectroscopiques
més significatives del qual son:

"H NMR (300 MHz, CDCI3): 6.97 (1H, dq, J = 6.0 i 15.6 Hz, H-C3), 5.86 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-C2),
[4.00 (1H, dd, ] = 6.6 i 10.8 Hz), 3.92 (1H, dd, ] = 6.6 i 10.8 Hz), H-C1°], 1.87 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-C4),
1.75 (1H, m, H-C2"), 1.29 (2H, m, H-C3"), 0.93 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-C4")

2.1.1.5. Sintesi de crotonat de benzil (119)

Es dissolen 5.40 g (62.7 mmol) d’acid crotonic (121) en 100 ml de CH,Cl, i es refreda a 0 °C.
S’addicionen 10.16 g d’alcohol benzilic (93.9 mmol), 760 mg (6.2 mmol) de DMAP i 14.71 g (71 mmol)
de DCC i es deixa agitant a aquesta temperatura durant 24 h. Es filtra sobre cotd per eliminar les urees i
s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacié a pressid reduida. El solid obtingut es suspén en una
dissolucio d’eter de petroli/eter etilic 10:1, es torna a filtrar i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacio
a pressio reduida. S’obtenen 29.4 g d’un cru que es purifica mitjangant cromatografia flash (SiO,,
Cy/AcOEt 40:1), aillant-se 7.20 g (40.9 mmol) de 119 (rdt = 65%) , les dades espectroscopiques més
significatives del qual son:

'H NMR (300 MHz, CDCI3): 7.40-7.26 (5H, m, aromatics), 7.02 (1H, dq, J = 6.6 i 15.6 Hz, H-C3), 5.92
(1H, d, J = 15.6 Hz, H-C2), 5.17 (2H, s, H-C1°), 1.90 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-C4).

2.1.2. Epoxidacions de compostos insaturats
2.1.2.1. Sintesi de I’acid 2,3-epoxibutanoic (124)

Es dissolen A g/mmol d’acid crotonic (121, 98%), B g/mmol de Na,WO,2H,0 en C ml d’H,O.
S’escalfa el sistema a 60 °C i s’ajusta el pH a 6.2 mitjancant I’addicié d’una dissolucié aquosa de KOH
IN i d’una dissolucié d’HNO; IN. Posteriorment, s’addicionen D ml (mmol) d’H,O, (30%). Es deixa
agitant durant E hores, mantenint el pH entre 5.8 1 6.8. Finalment, s’acidula el cru a un pH < 2, mitjancant
I’addicio6, gota a gota, d’una dissolucié d’H,SO,4 (50%) saturat amb (NHy4),SO,. S’extreu amb éter etilic,

- 164 -



Part experimental

s’ajunten les fases organiques i s’assequen sobre MgSO, anhidre. Es filtra i s’elimina el dissolvent
mitjangant destil-lacié a pressié reduida. S’obtenen F g d’uns cristalls blancs (identificats per 'H-RMN
com a 124), amb una conversié G%.

Exp A (g/mmol) B (g/mmol) C(ml) D (ml/mmol) E (h) F (g) G (%)

1 3.59/40.1 2.04/6.2 120 5.0/48.6 3 0.78 33
2 1.81/21.1 1.04/3.1 70 2.5/24.4 23 0.73 38

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 3.28 (1H, dq, J = 1.8 i 5.1 Hz, H-C3), 3.23 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-C2), 1.43
(3H, d, J='5.1 Hz, H-C4).

2.1.2.2. Sintesi de I’acid (E)-2,3-epoxi-4-metilpentanoic (129) via epoxidacio de 122

Es dissolen 1.50 g (8.69 mmol) de MCPBA i 500 mg (4.38 mmol) de 122 en 10 ml de CH,Cl,. La
barreja s’escalfa a reflux, sota atmosfera d’arg6, durant 12 hores. Es concentra eliminant parcialment el
dissolvent mitjangant destil-lacio a pressio reduida, es filtra i el precipitat es renta amb CH,Cl,. S’ajunten
les fases organiques i es renten amb dissolucions de Na,CO; al 5%, H,O 1 dissolucié aquosa saturada de
NaCl. S’assequen sobre Na,SO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-laci6 a pressid
reduida, obtenint-se 478 mg d’un cru complex on el producte de partida 122 n’és el compost majoritari,
sense detectar-se formacio6 de 129.

2.1.2.3. Sintesi de 2,3-epoxibutanoat de metil (126)

S’addicionen 12.8 g (52 mmol) de MCPBA (70%) a una dissoluciéo de 4.81 g (48 mmol) de
crotonat de metil (125) en 35 ml de CH,Cl,. Es deixa agitant a reflux durant 24 hores. El solid blanc es
filtra i la fase organica es renta successivament amb una dissolucio aquosa de 3x50 ml de NaHCO3(5%),
50 ml d’H,0O i 50 ml d’una dissolucié aquosa saturada de NaCl. Finalment, la fase organica s’asseca sobre
MgSO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-laci6 a pressio reduida. S’obtenen 4.73
g (40.7 mmol) d’un oli incolor que correspon majoritariament a 126 (rdt = 85%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI): 3.78 (3H, s, -COOCHS3), 3.25 (1H, qd, J = 5.1 Hz, 2.1 Hz, H-C3), 3.20 (1H,
d,J=2.1 Hz, H-C2), 1.40 (3H, d, J = 5.1 Hz, H-C4)

2.1.2.4. Sintesi de 2,3-epoxibutanoat de benzil (127)

S’addicionen 320 mg (1.8 mmol) de MCPBA (100%) a una dissoluci6é de 120 mg (0.68 mmol) de
119 en 5 ml de CH,Cl, i es porta a reflux. Transcorregudes 24 h, per CCF (Cy/AcOEt 5:1) s’observa que
la reaccid no avanga, el solid blanc es filtra i la fase organica es renta successivament amb dissolucions
aquoses de NaHCO; 5%, H,0 1 saturada de NaCl. Finalment, s’asseca sobre MgSO, anhidre, es filtra i
s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacié a pressi6 reduida. S’obtenen 131 mg d’un cru que es
purifica per cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt 7:1), aillant-se 82 mg (0.43 mmol) de 127 (rdt = 62%),
les dades espectroscopiques més significatives del qual son:
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'"H NMR (300 MHz, CDCl;): 7.40-7.26 (SH, m, aromatics), [5.24 (1H, d, J = 12.3 Hz) + 5.17 (1H, d, J =
12.3 Hz), H-C1°), 3.26-3.22 (2H, m, H-C2 + H-C3), 1.39 (3H, d, J = 5.1 Hz, H-C4).

2.1.2.5. Sintesi del (E)-2,3-epoxi-4-metilpentanoat d’etil (131)

Es dissolen A mg/mmol de 114 i B g/mmol de MCPBA en C ml de CH,Cl, i es deixa agitant sota
atmosfera d’argo a D °C durant E h. S’elimina parcialment el dissolvent, es refreda a 0 °C i es filtra. El
precipitat obtingut es renta amb CH,Cl,. S’ajunten les fases organiques i es renten amb una dissolucid
aquosa de Na,CO; al 5%, H,O i una dissolucié aquosa saturada de NaCl. La fase organica s’asseca sobre
MgSO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacio a pressi6 reduida. S’obtenen F g
d’un cru que es purifica per cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt 1:0, 4:1), aillant-se 131 amb un rdt del
G%:

A B C D E F G
g/mmol g/mmol ml °C dies g %

1 1.30 g/9.1 mmol 1.79 g/10.4 mmol 7 ml reflux  0.9dies 0.50 35%
2 2.81 g/19.8 mmol 6.08 g/35.4 mmol 117 ml t.a. 0.7 dies  2.50 0%
3 1.00 g/7.0 mmol 2.88/16.7 mmol 54ml  reflux 04dies 1.68 16%
4 2.00 g/14.1 mmol 4.00 g/23.4 mmol 50ml  reflux 10 dies 2.22 99%

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.23 (2H, q, J = 7.2 Hz, -COCH,CH3), 3.25 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-C2), 2.98
(1H, dd, J = 1.8 6.6 Hz, H-C3), 1.65 (1H, m, H-C4), 1.31 (3H, t, J = 7.2 Hz, COCH,CHs), [1.06 (3H, d, J
=6.9 Hz) + 1.00 (3H, d, J = 6.9 Hz), H-C5 + H-C6]

2.1.2.6. Sintesi del (E)-2,3-epoxi-4-metilpentanoat de metil (130)

Es dissolen 540 mg (3.16 mmol) de MCPBA (100%) i 200 mg (1.56 mmol) de 123 en 10 ml de
CH,Cl,. La barreja s’escalfa a reflux, sota atmosfera d’argo, durant 12 hores. Es concentra eliminant
parcialment el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressid reduida, es filtra i el precipitat es renta amb
CH,Cl,. S’ajunten les fases organiques i es renten amb una dissolucié aquosa de Na,CO; al 5%, H,O i
una dissolucid aquosa saturada de NaCl. S’asseca sobre Na,SO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent
mitjancant destil-lacio a pressio reduida, obtenint-se 110 mg que corresponen majoritariament a 130 (rdt =
49%), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 3.78 (3H, s, -COCH}), 3.27 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-C2), 2.99 (1H, dd, J= 1.8
i 6.6 Hz, H-C3), 1.66 (1H, m, H-C4), [1.04 (3H, d, ] = 6.6 Hz) + 1.00 (3H, d, J = 6.9 Hz), H-C5 + H-C6]

2.1.2.7. Sintesi de 2,3-epoxibutanoat de 2°S-metilbutil (128)

Es dissolen 1.53 g (9.8 mmol) de I’¢ster a,p-insaturat 120 en 20 ml de CHCI;. Es refreda la
dissoluci6 fins a 0 °C, s’addicionen 3.0 g de (17.4 mmol) MCPBA i es deixa agitar durant 7 h a t.a. Es
filtra el solid format, s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacio a pressio reduida, es redissol el cru en
20 ml d’AcOEt i s’afegeixen 20 ml d’una dissoluci6 aquosa de Na,SO; 5% per tal d’eliminar 1’excés de
MCPBA. Es deixa agitar 11 h, se separen les fases i 1’organica es renta amb dissolucions aquoses
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saturades de NaHCO; i NaCl. S’asseca sobre MgSQO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant
destil-laci6é a pressio reduida. S’obtenen 1.20 g d’un cru barreja 120:128 en proporcié 1:3, valorada per
'H-RMN, que s’emprara directament per a la segiient etapa sintética sense posterior purificacid. 128
s’identifica per les segiients dades espectroscopiques:

'"H NMR (300 MHz, CDCl3): 4.34 (2H, m, H-C1°), 3.48 (1H, m, H-C3), 2.97 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-C2),
1.50 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-C4), 1.20 (3H, d, ] = 6.9 Hz, H-C4")

2.1.3. Esterificacio entre alcohols i o, f-epoxiacids
2.1.3.1. Sintesi de 129 via saponificacio de 131

Es dissolen 500 mg (3.16 mmol) de 131 en 20 ml d’MeOH i s’addicionen 2.0 g (14.5 mmol) de
K,CO; en 5 ml d’H,O. Es deixa agitar a t.a. durant 2 h i s’elimina el MeOH mitjangant destil-lacio a
pressio reduida. S’extreu amb Et,O, s’acidula la fase aquosa amb HCI 10% fins pH<2 i s’extreu altra
vegada. S’ajunten les fases organiques, s’assequen sobre MgSQ, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent
mitjancant destil-lacié a pressid reduida. S’obtenen 370 mg d’un cru que correspon majoritariament a
I’acid 129 (rdt = 90%), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 3.22 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-C2), 3.03 (1H, dd, J = 1.8 i 6.3 Hz, H-C3), 1.70
(1H, m, H-C4), [1.05 (3H, d, ] = 6.9 Hz) + 1.01 (3H, d, J = 6.9 Hz), H-C5 + H-C6]

2.1.3.2. Sintesi de 2,3 a-isopropilidendioxi-17-(2°,3 -epoxi-4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona
(132)

Es dissolen 101 mg (= 0.78 mmol) de I’acid 129 en 10 ml de THF sec i s’hi afegeixen 106 uL (0.78
mmol) de Et;N seca i 124 uL (0.78 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil. Es deixa agitar la mescla a
t.a. 1 sota atmosfera inerta durant 40 min. Es filtra el clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressio
reduida i es dissol 1’oli resultant en 4 ml de CH,Cl,

Es dissolen 115 mg (0.32 mmol) de 96 en 2 ml de CH,Cl,, s’addicionen 97 mg (0.77 mmol) de
DMAP i la dissolucié d’anhidrid mixt recentment preparada in situ. Després d’agitar sota atmosfera
inerta, a t.a. durant 25 h, s’addicionen 20 ml de CH,Cl,. S’ajunten les fases organiques, es renten amb
dissolucions aquoses saturades de NH,Cl, H,O, NaHCO; i NaCl. S’asseca sobre MgSO, anhidre, es filtra
1 s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacié a pressié reduida. S’obtenen 83 mg d’un cru que
s’identifica majoritariament com a 132 (rdt = 55%), les dades espectroscopiques més significatives del
qual sén:

"H-RMN (300 MHz, CDCl): 4.64 (1H, t, ] = 8.1 Hz, aH-C17), 4.28 (1H, m, BH-C3), 4.10 (1H, m, BH-
C2),3.27 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-C2), 3.02 (1H, dd, ] = 1.8 i 6.9 Hz, H-C3"), 2.56 (1H, dd, J = 3.9 12.3
Hz, aH-C5), 1.10 (6H, d, J = 6.6 Hz, 5°-CH; + 6>-CHs), 0.78 (3H, s, 18-CH), 0.69 (3H, s, 19-CHy).
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2.2. Sintesi d’epoxids quiral via epoxidaci6 asimétrica de Sharpless
2.2.1. Sintesi de l’alcohol al.lilic 113

Es dissolen 11.73 g (82 mmol) de ’éster 114 en 180 ml d’Et,0 i es refreda a 0 °C. Sota atmosfera
d’argo, s’afegeixen, gota a gota, 167 ml de DIBAL-H (1M en hexa) i s’agita la dissolucié durant 4 h a
aquesta temperatura i 2 h més a t.a. Posteriorment, s’addicionen, gota a gota a 0 °C, 50 ml de dissolucio
aquosa saturada de NaCl i 50 ml HC1 4 M. Es decanten les dues fases resultants i la fase aquosa s’extreu
amb Et,0. S’ajunten les fases organiques, es renten amb una dissolucidé aquosa saturada de NaCl i
s’assequen sobre MgSQO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacid a pressio
reduida. S’obtenen 10.82 g d’un cru que es purifica per cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt 2:1), aillant-
se 5.89 g (58.8 mmol) de 113 (rdt = 71%), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

'"H NMR (300 MHz, CDCl5): 5.65-5.57 (2H, m, H-C2 + H-C3), 4.08 (2H, d, J = 5.4 Hz, H-C1), 2.30 (1H,
m, H-C4), 1.00 (6H, d, J = 6.9 Hz, H-C5 + H-C6).

2.2.2. Sintesi de (28,3S)-2,3-epoxi-4-metil-1-pentanol (117)

A una suspensié de 0.79 g de tamisos moleculars de 4 A en 75 ml de CH,Cl,, a —20 °C i sota
atmosfera d’argd, s’addicionen 300 mg (1.5 mmol) de (+)-L-Tartrat de dietil dissolts en 2 ml de CH,Cl,,
205 pl de Ti(O'Pr)s i 9.5 ml (34.2 mmol) de TBHP (3.6 M en isooctd). S’agita durant 1 h a —20 °C i,
finalment, s’afegeix, gota a gota durant aprox. 1 h, una dissolucio de 1.36 g (13.5 mmol) de 113 en 8.4 ml
de CH,Cl,. Es deixa agitant durant 3 dies a —20 °C. S’addicionen 1.2 ml de NaOH 10% en dissolucio
aquosa saturada de NaCl i 8 ml d’Et,0. Es calenta fins a 10 °C i s’afegeixen 1.3 g de MgSO, anhidre 1 0.2
g de celite. Es deixa agitant durant 15 min a t.a. i es filtra sobre un Ilit de celite.

S’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacié a pressié reduida i els 4.04 g de cru obtingut es
purifiquen per cromatografia flash (SiO,, Cy/AcOEt 7:2), aillant-se 695 mg (6.0 mmol, rdt = 44%) de
I’epoxialcohol d’interes 117 1 514 mg (5.1 mmol, rdt = 38%) de producte de partida 113.

= Dades espectroscopiques més significatives de (25,35)-2,3-epoxi-4-metil-1-pentanol (117):

'H NMR (300 MHz, CDCl5): [3.93 (1H, m) + 3.63 (1H, m), H-C1], 2.97 (1H, m, H-C2), 2.76 (1H, dd, J =
2.11 6.6 Hz, H-C3), 1.58 (1H, m, H-C4), [1.03 (3H, d, J = 6.9 Hz) + 0.97 (3H, d, ] = 6.9 Hz), H-C5 + H-
C6].

[a] ;- 0.6 ° (¢ 3.1, CH,Cl,). L’excés enatioméric per 117 és inferior al 2%.
2.2.3. Sintesi de [’epoxiacid 118

Es prepara una suspensio de 0.96 g (4.5 mmol) de NalO4 en 2.9 ml CCly, 2.9 ml CH5CN i 4.3 ml
H,O0 i s’addiciona sobre 167 mg (1.4 mmol) de I’epoxialcohol 117. Transcorreguts 20 min, s’afegeixen 20
mg de RuCl;.H,0 i es deixa agitar 6 h a t.a. Es refreda fins a 0 °C i s’addicionen 3 ml HCI 4 N. Es filtra el
catalitzador sobre un 1lit de SiO,, s’extreu amb Et,O fred i la fase organica es renta amb dissoluci6 aquosa
saturada de NaCl. S’asseca sobre MgSO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacid
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a pressio reduida. S’obtenen 183 mg (1.4 mmol) d’un cru que s’identifica majoritariament com a 118 (rdt
del 98%), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H NMR (300 MHz, CDCI3): 3.30 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-C2), 3.01 (1H, dd, J = 1.8 i 6.6 Hz, H-C3), 1.65
(1H, m, H-C4), [1.05 3H, d, J = 6.9 Hz) + 1.00 (3H, d, J = 6.9 Hz), H-C5 + H-C6].

2.3. Obertura d’epoxids
2.3.1. Emprant TMA
2.3.1.1. Intents d’obertura de 2,3-epoxibutanoat de metil (126)

A una dissolucié d’A ml/mmol de TMA (2M en tolu¢) en B ml de dissolvent a C °C s’addicionen
200 mg (1.73 mmol) de I’epoxid 126 i es deixa agitar la barreja a D °C durant E h. Seguidament
s’addicionen F ml d’una dissoluci6 HCI/H,O gel al 10% i s’escalfa fins a G °C. S’extreu amb CHCl; i es
renta la fase organica amb dissolucié 10% d’HCI, H,O i dissolucions aquoses saturades de NaCl. S’asseca
sobre MgSQO, anhidre i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressio reduida, obtenint-se H mg
de cru:

Exp A B C D E F G H
ml/mmol ml °C °C h ml °C Mg
1 1.1/216  2.5mlhepta - 10 -10 0.50 2.9 45°C 80
2 1.1/2.16 ~ 3 ml CHCl; -25 -25 0.25 1.3 t.a. 120
3 6.0/12.0 5 ml CHCl; - 15 0 12 13 ta. 56
4 11.0/22.0 5mlCHCI; -35 0 20 20 t.a. 86
Exp Composicio cru

cc dificil d’interpretar

2 producte de partida

3  formaci6 de la funcionalitat 2-hidroxilica (doblet al
voltant de 4.0 ppm) sense poder-se confirmar la
formacio6 del 2-hidroxi-3-metilbutanoat de metil ja que
es detecta la hidrolisi parcial de la funcionalitat éster
(desaparicio del singulet a 3.78 ppm).

2.3.1.2. Intents d’obertura del 2,3-epoxibutanoat de benzil (127)

Es dissolen 100 mg (0.52 mmol) de I’epoxid 127 en A ml de Cy (exp.1) o CH,Cl, (exp.2), es
refreda a B °C i s’addicionen C ml/mmol de TMA (2M en tolu¢). Es deixa agitant a aquesta temperatura
durant D h. El cru s’aboca sobre 10 ml H,SO,4 20%, s’afegeixen 10 ml de tolué i 5 ml d’H,O. Es separen
fases i I’aquosa s’extreu amb tolu¢. S’ajunten les fases organiques i s’assequen sobre MgSQO, anhidre. Es
filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressio reduida, obtenint-se E mg de cru:
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Exp A B ¢ D E Composicio cru
ml °C ml/mmol h mg
3 ml doblets a 4.0 ppm i preséncia de senyal a 5.27-
1 Cy 20  0.89/1.8 8 66 5.15 ppm corresponent a o i 3-
hidroxiéstersbenzilics + 40% producte de partida
25 ml 20 450090 48 5] I‘{id.r(‘)lisi de l’ésj[er be':nzilic‘ .
CH,Cl, Preséncia de la funcionalitat epoxid

2.3.1.3. Intents d’obertura del 2,3-epoxi-4-metilpentanoat de metil (130)

Es dissolen 200 mg (1.40 mmol) de I’epoxid 130 en 5 ml de CHCI; i es refreda la dissolucio6 fins a -
35 °C. Gota a gota s’addicionen 7 ml (14 mmol) de TMA (2 M en tolu¢), es calenta fins a 0 °C i es deixa
agitar a aquesta temperatura durant 12 h. Seguidament, s’addicionen 5 ml d’H,0O i 20 ml d’una dissolucio
d’H,S0O,4 18% a -35 °C. S’extreu amb CHCI;, es renta la fase organica amb dissolucions HCI 10%, H,O i
dissolucio aquosa saturada de NaCl. S’asseca sobre MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent mitjangant
destil-lacid a pressio reduida. S’obtenen 140 mg d’un cru complex en el que s’observa hidrolisi parcial de
la funcionalitat ester, sense modificar-se 1’epoxid.

2.3.1.4. Intents d’obertura del 2,3-epoxi-4-metilpentanoat d’etil (131)
Experiéncia 1: Dissoluci6 en Cy

Es dissolen 200 mg (1.27 mmol) de 131 en 5.2 ml de Cy i la dissolucio es refreda fins a 0 °C i
s’addiciona, gota a gota i sota atmosfera d’argd, 0.95 ml (1.9 mmol) de TMA (2 M en tolu¢). Es deixa

agitant a 0 °C durant 24 hores, passades les quals s’addicionen 1 ml (2 mmol) de TMA (2 M) i es deixa
agitant 1 h a t.a. Finalment, s’addicionen 3 ml d’HCI (1 M), es decanta i la fase aquosa s’extreu amb tolu¢
i s’asseca sobre MgSO, anhidre. Es filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressio
reduida. Es recupera producte de partida 131 sense reaccionar.

Experiéncia 2: Dissolucié en CHCl;
Es dissolen 200 mg (1.27 mmol) de I’epoxid 131 en 5 ml de CHCl;, es refreda a -35 °C i
s’addicionen, gota a gota, 8 ml (16 mmol) de TMA (2 M en tolu¢). Es calenta fins a 0 °C i es deixa agitant

durant 12 h a aquesta temperatura. Es torna a refredar a -35 °C i s’addicionen 20 ml d’H,SO, al 18%.
S’extreu amb CHCI; i es renta la fase organica amb HCI 10%, H,O 1 dissolucié aquosa saturada de NaCl.
S’asseca sobre MgSQO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressio6 reduida.

S’obtenen 140 mg d’un cru en el que sembla detectar-se la preséncia de I’a-hidroxiéster d’intercs
[4.23 (2H, q, J = 7.2 Hz, -COCH,CH;), 4.10 (1H, d, J = 6.6 Hz, H-C2), 2.33 (1H, m, H-C3)]. Tot i
realitzar varies columnes cromatografiques (Cy/AcOEt), la dificultat de deteccio per CCF d’aquest tipus
de compostos impedeixen el seu aillament i purificacio.

2.3.2. Intent d’obertura de I’acid 2,3-epoxibutanoic (124)

A una dissolucio, sota atmosfera d’argd, de A g (mmol) de Cul (exp.1) o CuCN (exp.2) en B ml
d’eter s’hi addicionen, gota a gota, a -20 °C, C ml (mmol) de PrLi (0.7 M). S’addicionen, gota a gota, 304
g (2.97 mmol) d’acid 124. Es deixa agitant D h a aquesta temperatura. Finalment, s’afegeixen 2 ml HCI
3N i la fase aquosa s’extreu amb AcOEFEt. S’ajunten les fases organiques, s’assequen sobre MgSQOy
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anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacid a pressié reduida. S’obtenen E mg de cc,
que s’intenten purificar per cromatografia sense €xit.

A B C D E
g/mmol ml ml/mmol h mg

1 1.17/6.0 mmol Cul 15 9.0/6.0 15 115
2 0.40/4.5 mmol CuCN 8 12.8/9.0 10 360

Exp.

2.3.3. Intent d’obertura de 2,3-epoxibutanoat de metil (126)

Es dissolen A g/mmol de Cul (exp.1) o CuCN (exp.2) en B ml d’Et,0, sota atmosfera d’arg6. Es
refreda a C °C i s’afegeix, gota a gota, D ml/mmol de PrM. Es deixa escalfar a -25 °C i s’addicionen, gota
a gota, E g/mmol de 126. S’agita durant F h a -30 °C i s’addicionen 2 ml d’una dissolucié aquosa
saturada de (NH,4),SO4 en NH,OH (28% en H,0O) La fase aquosa s’extreu amb Et,O i AcOEt. S’ajunten
les fases organiques, s’assequen sobre MgSQO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant
destil-lacid a pressio reduida.

Exp. A B C D E F
g/mmol ml °C ml/mmol mg/mmol h

1 0.78 g/4.1 mmol Cul 6 -30 11.6 ml/8.0 mmol 'PrLi 400/3.4 2

2 0.05 g/0.55 mmol CuCN 3 -78 2.4 ml/4.8 mmol PrMgCl  540/4.6 8

Tot i que en ambdues experiéncies es va poder observar la preséncia de senyals que demostren la
possibilitat de 1’obertura de 1’epoxid, els intents de purificacid per cromatografia flash i lobar® no va
permetre obtenir amb ¢exit 1’a-hidroxiester d’interes.

3. SINTESI DE BRs ANDROSTANICS AMB DIFERENTS FUNCIONALITATS A C2°
3.1. Sense funcionalitat a C2°.

3.1.1. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17-(4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (143) via
DCC/AcOEt

Es dissolen 165 mg del cru de I’acetal 96 (~0.41 mmol) i 140 mg de 1’acid 4-metilpentanoic (162,
1.20 mmol) en 35 ml AcOEt i s’hi addicionen 222 mg de DCC (1.08 mmol) i 20 mg de DMAP. Es deixa
agitant a t.a durant 96 h. S’afegeixen 25 ml d’H,0 i s’extreu amb 3 x 100 ml d’AcOEt. S’asseca la fase
organica sobre MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacid6 a pressi6 reduida.
S’obtenen 514 mg d’un cru que correspon majoritariament al compost d’interés
2a,3a—isopropilidendioxi-17p-(4’-metilpentanoiloxi)-5o-androstan-6-ona (184), les dades espectroscopi-
ques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.64 (1H, t, J = 7.2 Hz, aH-C17), 4.28 (1H, m, BH-C3), 4.09 (1H, m, BH-
C2), 2.56 (1H, dd, J=3.9 i 12.3 Hz, aH-C5), 0.90 (6H, d, J = 6.3 Hz, 5°-CH; + 6’-CH), 0.78 (3H, s, 18-
CH,), 0.69 (3H, s, 19-CH;).
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3.1.2. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17[-(4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona  (184)
mitjangant [esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 116 mg (1.0 mmol) de I’acid 4-metilpentanoic (162) en 12 ml de THF sec i s’hi
afegeixen 134 pL (1.0 mmol) de Et;N seca i 151 uL (1.0 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180).
Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el clorhidrat de trietilamina,
s’elimina el THF a pressi6 reduida i es dissol I’oli resultant en 6 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 140 mg de DMAP i 168 mg (~0.46 mmol) de I’acetal 96 en 3 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta s’afegeix a la mescla la soluci6 d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccié es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i es para a les 25 h.
S’afegeixen 50 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 3 x 40 ml d’una solucié aquosa saturada de
NH,CI, 2 x 40 ml d’H,0, 3 x 40 ml d’una solucié aquosa saturada de NaHCO; i 40 ml d’una solucio
aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSQO, anhidre. S’elimina el dissolvent a
pressid reduida i s’obtenen 193 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al compost 184.

3.1.3. Sintesi de 2 o, 3 a-dihidroxi-17 (4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (143)
3.1.3.1. Hidrolisi de I’acetonid emprant HCI

Es dissolen 113 mg (~ 0.31 mmol) del cru de 184 en 8 ml de MeOH i s’addiciona una dissolucié de
0.1 ml d’HCI1 37% en 12 ml MeOH. Es deixa agitar protegit de la llum, a t.a. i en atmosfera d’arg6 durant
3.5 h. S’addicionen 75 ml de dissoluci6é aquosa saturada de NaHCOs;, s’extreu amb AcOEt i es renta la
fase organica amb una dissolucié aquosa saturades de NaCl. S’asseca sobre MgSQ, anhidre i s’elimina el
dissolvent mitjancant destil-lacié a pressid reduida, obtenint-se 411 mg d’un cru que es purifica
mitjangant cromatografia flash (Cy/AcOEt, 1:1, 1:2) aillant-se les segiients fraccions:

Fracci6 Quantitat (mg) Composicio
F1 215 cc que conté DCC i DCU
F2 5 143
F3 64 cc
F4 92 26
F5 17 cc

rdt de cromatografia = 96%.

e S’obté 143 (les dades espectroscopiques més significatives del qual es mostren a continuacid) amb un
rdt del 4% des de 26:

Pf:177°C

IR (film evap. CHCI3): 3375, 2953, 2872, 1734, 1709, 1172
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"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.65 (1H, dd, J = 7.8, 16.8 Hz, aH-C17), 4.05 (1H, m, BH-C3), 3.79-3.75
(1H, m, BH-C2), 2.71 (1H, dd, J= 2.4 i 12.3 Hz, aH-C5), 0.90 (6H, d, J = 6.3 Hz, 5°-CH; + 6’-CH;), 0.79
(3H, s, 18-CHs), 0.77 3H, s, 19-CHs).

BC.RMN (75.5 MHz, CDCl5): 211.3/s C6, 173.9/s C1°, 81.9/d C17, [68.3/d + 68.2/d, C2 + C3], 53.7/d
€9, 51.1/d C14, 50.8/d C5, 46.3/t C7, 43.1/s C13, 42.6/s C10, 40.3/t C1, 37.5/d C8, 36.5/t C12, 34.0/d
C2’, 32.7/t C3°, 27.7/d C4°, 27.4/t C16, 26.4/t C4, 23.4/t C15, [22.3/q + 21.3/q, C5° + C6°], 20.8/t C11,
13.7/q C19, 12.2/q C18.

EM-AR : trobat 420.2867 [M] ", (calc. 420.2876, C1sH4005)
EM-IE : 420 ([M] 7, 100), 405 ([M-CH;] °, 48), 402 ([M- H,0] °, 45), 375 (32), 305 (31), 304 (37), 289
(31), 287 (36), 286 (56), 271 (32).

3.1.3.2. Hidrolisi de ’acetonid 184 emprant CF;COOH

Es dissolen 188 mg (~0.46 mmol) del cru de 184 en 7 ml d’acid trifluoroacétic 50% i es deixa
agitar a una temperatura de 0 °C. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). S’observa
que a les 10 h de reaccio ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressio reduida.
S’afegeixen 10 ml de tolu¢ i s’eliminen a pressié reduida. S’obtenen 192 mg d’un cru que es purifica per
cromatografia flash (AcOEt/Cy 3:2) aillant-se (rdt de columna del 95%) 70 mg de 2a,30-dihidroxi-17f-
(4’-metilpentanoiloxi)-5o-androstan-6-ona (143) amb un rdt del 38% des de 26.

Per tal d’avaluar I’activitat de 143 en el test d’inclinacié de la lamina d’arrds, 54 mg d’aquest es
recristal.litzen amb EtOH/H,O en fred, obtenint-se 24 mg de 143 (rdt recristal-litzacio: 44%).

3.2. Funcionalitat cetona a C2’.

3.2.1. Sintesi de 2 a,3 a-isopropilidendioxi-17 -(4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-2’,6-diona (187) via
DCC/AcOEt

Es dissolen 180 mg del cru de I’acetal 96 (~0.45 mmol) i 156 mg de 1’acid 4-metil-2-
oxopentanoic (163, 1.20 mmol) en 38 ml AcOEt i s’hi addicionen 240 mg de DCC (1.16 mmol) i 22 mg
de DMAP. Es deixa agitant a t.a. durant 96 h. S’afegeixen 25 ml d’H,O i s’extreu amb 3 x 75 ml.
S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre i es destil‘la el dissolvent a pressio reduida. S’obtenen 454
mg d’un cru que correspon majoritariament al compost d’interés 2a,3a-isopropilidendioxi-17p-(4’-
metilpentanoiloxi)-5a-androstan-2’,6-diona (187), les dades espectroscopiques més significatives del qual
son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 4.74 (1H, t, J = 7.5 Hz, aH-C17), 4.27 (1H, m, Ho-C3), 4.10 (1H, m, Ho-
C2),0.97 (6H, d, ] = 6.6 Hz, 5’-CH; + 6°-CHs), 0.85 (3H, s, 18-CHs), 0.69 (3H, s, 19-CHs).

3.2.2. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17[-(4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-2°,6-diona (187)
mitjanc¢ant [’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 266 mg (2.04 mmol) de I’acid 4-metil-2-oxopentanoic (163) en 15 ml de THF sec i s’hi
afegeixen 273 uL (2.04 mmol) de Et;N seca i 308 uL (2.04 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil
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(180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el clorhidrat de
trietilamina, s’elimina el THF a pressio reduida i es dissol 1’oli resultant en 10 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 210 mg de DMAP i 243 mg (~0.68 mmol) de 1’acetal 96 en 5 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la solucid6 d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i aquesta es para a les 23
h. S’afegeixen 50 ml de CH,Cl,i es renta la fase organica amb 2 x 50 ml d’una soluci6 aquosa saturada de
NH4CL, 2 x 50 ml d’H,O, 2 x 50 ml d’una soluci6é aquosa saturada de NaHCO; i 40 ml d’una solucid
aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre. S’elimina el dissolvent a
pressio reduida i s’obtenen 347 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al compost 187.

3.2.3. Sintesi de 2, 3 a-dihidroxi-17 f-(4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-2’,6-diona (144)

Es dissolen 347 mg (~0.46 mmol) del cru de 187 en 10 ml d’acid trifluoroacétic 50% i es deixa
agitar a una temperatura de 0 °C. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 2:1). S’observa
que a les 20 h de reaccio ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressio reduida.
S’afegeixen 10 ml de tolu¢ i s’eliminen a pressi6 reduida. S’obtenen 353 mg d’un cru que es purifica per
cromatografia flash (AcOEt/Cy 1:1) aillant-se 55 mg de 2a,3a-dihidroxi-17f3-(4’-metilpentanoiloxi)-5o.-
androstan-2’,6-diona (144) amb un rdt del 20% des del compost 26.

Per tal d’avaluar I’activitat de 144 en el test d’inclinacié de la lamina d’arrds, 54 mg d’aquest es
recristal.litzen amb EtOH/H,O en fred, obtenint-se 33 mg de 144 (rdt recristal-litzacio: 61%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf: 146 °C
IR (film evap. CHCI): 3405, 2949, 2874, 1723, 1711, 1264, 1053

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 4.75 (1H, t, J = 7.5 Hz, aH-C17), 4.06 (1H, m, BH-C3), 3.81-3.74 (1H, m,
BH-C2), 2.72-2.67 (2H, m, oH-C5 + H-C3°), 0.97 (6H, d, J = 6.6 Hz, 5°-CH; + 6’-CHs), 0.86 (3H, s, 18-
CH,), 0.77 (3H, s, 19-CH}).

BC-RMN (75.5 MHz, CDCI;): 210.6/s C6, 194.2/s C2°, 161.3/s C1°, 84.2/d C17, [68.3/d + 68.2/d, C2 +
C3], 53.6/d C9, 51.0/d C14, 50.8/d C5, 48.1/t C3’, 46.2/t C7, 43.5/s C13, 42.5/s C10, 40.2/t C1, 37.4/d
C8, 36.4/t C12, 27.3/t C16, 26.3/t C4, 24.4/d C4>, 23.4/t C15, [22.6/q + 22.6/q, C5* + C6], 20.8/t C11,
13.7/q C19, 12.2/q C18.

EM-AR: trobat 434.2656 [M] ", (calc. 434.2668, C,5sH350¢)
EM-IE: 434 (IM] 7, 2), 305 (58), 287 (100), 149 (47).
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3.3. Funcionalitat 2R-azida a C2’
3.3.1. Sintesi de [’acid 2R-azido-4-metilpentanoic (164)
3.3.1.1. Preparacio de Tf-N; en CH,Cl,

Es dissolen 4.90 g (75.40 mmol) d’azida sodica en 12.5 ml d’H,O. S’hi afegeixen 20 ml de CH,Cl,
1 es deixa refredar la mescla fins a 0 °C. S’hi addicionen 2.5 ml (15.14 mmol) d’anhidrid trifluoroacétic
gota a gota. Es deixa agitar la mescla durant dues hores. Se separa la fase organica de la fase aquosa.
S’extreu la fase aquosa amb 2 x 10 ml de CH,Cl,. S’ajunten les fases organiques i es renten amb 10 ml
d’una soluci6 aquosa saturada de carbonat sodic.

3.3.1.2. Azidacié de la D-leucina (166)

Es dissolen 500 mg (3.81 mmol) de D-Leu (166) i 792 mg (7.47 mmol) de carbonat sodic en 24 ml
d’H,0. S’hi afegeixen 7 mg (0.04 mmol) de sulfat de coure i 24 ml de MeOH. S’hi addicionen 20 ml de
solucio de Tf-N3 en CH,Cl, preparada in situ i s hi afegeix més MeOH fins a homogeneitzar la mescla. Es
deixa agitant el cru a t.a. durant 22.5 h. El control de reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:8) emprant verd
de bromocresol com a revelador.

Quan ja no s’aprecia D-Leu, s’eliminen els dissolvents organics a pressio reduida, s’hi afegeix H,O
fins a dissoldre el contingut del cru i es neutralitza amb H,SO, 2N fins a un pH < 4. S’extreu la soluci6
aquosa amb 5 x 50 ml de AcOEt. S’ajunten les fases organiques, es renta amb dissolucions aquoses
saturades de NaCl, s’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent a pressid
reduida. S’obtenen 476 mg d’un cru que es purifica per cromatografia convencional (AcOEt/Cy 1:5),
aillant-se 356 mg de D’acid 2R-azido-4-metilpentanoic (164) amb un rdt del 59%, les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

[a] p*’: +26.5° (¢ 3.5, MeOH)

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 3.88 (1H, dd, J=3 i 4.5 Hz, H-C2), 1.84 (1H, m, H-C4), 1.73 (2H, m , H-
C3), 0.99 (6H, t, J= 3 Hz, 5-CH3+6-CH;).

3.3.2. Sintesi de 2o 3a-isopropilidendioxi-17(-(2°R-azido-4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona
(189)

Es dissolen 65 mg (0.41 mmol) de 164 en 5 ml de THF sec i s’hi afegeixen 53 pL (0.39 mmol) de
Et;N seca i 62 puL (0.39 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i
sota atmosfera inerta durant 40 min. Es filtra el clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressio
reduida i es dissol 1’oli resultant en 2 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 96 mg (0.75 mmol) de DMAP i 131 mg (0.36 mmol) de 96 en 2 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta s’afegeix a la mescla la soluci6 d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccidé es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). Passades 21.5 h,
s’observa encara la preséncia de 96. Es tornen a preparar 2 ml de solucié6 d’anhidrid mixt
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(0.39 mmol)/CH,Cl, i s’afegeixen al cru de reaccio6 a les 23.5 h. A les 47 h encara s’aprecia producte de
partida i s’afegeix 1 ml (0.20 mmol) de solucié d’anhidrid mixt/CH,Cl,. A les 49 h es dona per acabada la
reaccio. S’afegeixen 20 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 3 x 30 ml d’una solucié aquosa
saturada de NH4CI, 3 x 30 ml d’H,0O, 3 x 30 ml d’una solucié aquosa saturada de NaHCO;, 20 ml d’H,O i
30 ml d’una soluci6 aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre. S’elimina
el dissolvent a pressi6 reduida i s’obtenen 207 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al
compost 189, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl): 4.71 (1H, t, J = 4 Hz, aH-C17), 4.28 (1H, s.a., BH-C3), 4.10 (1H, m, pH-
C2),3.785 (1H, dd, J = 3 i 4 Hz, H-C2’), 2.56 (1H, dd, J=2 i 6 Hz, aH-C5), 2.34 (2H, dd, J=2i 6.5 Hz,
oH-C7 + BH-C7), 0.96 (6H, t, J = 3 Hz, 5°-CH; + 6>-CHs), 0.82 (3H, s, 18-CHs), 0.69 (3H, s, 19-CH;).

3.3.3. Sintesi de 2 o, 3 a-dihidroxi-17 (2 'R-azido-4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (146)

Es dissolen 207 mg (~0.33 mmol) del cru de 189 en 3 ml d’acid trifluoroacetic 50% i es deixa
agitar a 0 °C. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). S’observa que a les 5 h de reaccio
ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressié reduida. S’afegeixen 10 ml de
tolu¢ al cru, aquest i 1’aigua es destil'len azeotropicament a pressié reduida. S’obtenen 243 mg d’un cru
que es purifica per cromatografia flash (AcOEt/Cy 3:1) obtenint-se 2a,3a-dihidroxi-173-(2°R-azido-4’-
metilpentanoiloxi)-5a-androstan-6-ona (146) (rdt de columna 76%), amb un rdt global del 61% des de 26.

Per tal d’avaluar P’activitat de 146 en el test d’inclinacié de la lamina d’arros, 83 mg de 146 es
recristal.litzen amb EtOH/H,O en fred, obtenint-se 49 mg de 146 (Rdt recrististal-litzacid: 59%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf:135°C
IR (film evap. CHCI): 3379, 2959, 2938, 2874, 2853, 2827, 2115, 1783, 1738, 1710, 1277, 1190.

"H-RMN (300 MHz, CDCly): 4.72 (1H, t, J = 4 Hz, oH-C17), 4.06 (1H, m, BH-C3), 3.78 (2H, m, BH-C2
+H-C2’),2.70 (1H, dd, J = 1.5 i 6 Hz, aH-C5), 2.32 (2H, dd, J = 2 i 6.5 Hz, aH-C7 + BH-C7), 0.97 (6H,
t,J=3 Hz, 5°-CH; + 6’-CHs), 0.83 (3H, s, 18-CHs), 0.77 (3H, s, 19-CH;).

BC.RMN (75.5 MHz, CDCl5): 211.1/s C6, 170.8/s C1°, 83.7/d C17, [ 68.3/d + 68.2/d, C2 + C3 ], 60.5/d
C2°, 53.6/d C9, 51.0/d C14, 50.8/d CS, 46.2/t C7, 43.2/s C13, 42.5/s C10, 40.2/t C1, 39.9/t C3, 37.4/d
C8, 36.4/t C12, 27.4/t C16, 26.4/t C4, 25.1/d C4’, 23.4/t C15, [ 22.8/q + 21.8/q, C5* + C6’ ], 20.8/t C11,
13.7/q C19, 12.3/q C18.

EM-AR: trobat 461.2908 [M] ™, (calc. 461.2903, CsH3sN;05)
EM-IE: 461 (IM] *, 43), 446 (M- CH,] *, 14), 443 ((M-H,O] *, 15), 305 (41), 287 (100), 129 (40).
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3.4. Funcionalitat 2S- azida a C2’
3.4.1. Sintesi de [’acid 2S-azido-4-metilpentanoic (165)
3.4.1.1. Preparacio de Tf-N; en CH,Cl,

Es dissolen 4.90 g (75.40 mmol) d’azida sodica en 12.5 ml d’H,O. S’hi afegeixen 20 ml de CH,Cl,
1 es deixa refredar la mescla fins a 0 °C. S’hi addicionen 2.5 ml (15.14 mmol) d’anhidrid trifluoroacétic
gota a gota. Es deixa agitar la mescla durant dues hores. Se separa la fase organica de la fase aquosa.
S’extreu la fase aquosa amb 2 x 10 ml de CH,Cl,. S’ajunten les fases organiques i es renten amb 10 ml
d’una soluci6 aquosa saturada de carbonat sodic.

3.4.1.2. Azidacié de la L-Leucina (167)

Es dissolen 1.0 g (7.63 mmol) de L-Leu (167) i 1.576 g (14.87 mmol) de carbonat sodic en 24 ml
d’H,0. S’hi afegeixen 13 mg (0.08 mmol) de sulfat de coure i 48 ml de MeOH. S’hi addiciona la solucio
de Tf-N; en CH,Cl, preparada in situ i s’hi afegeixen uns 20 ml de MeOH, fins a homogeneitzar la
mescla. Es deixa agitant el cru a t.a. durant 21.5 h. El control de reaccid es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:8)
emprant verd de bromocresol com a revelador.

Quan ja no s’aprecia L-Leu, s’eliminen els dissolvents organics a pressio reduida, s’hi afegeix H,O
fins a dissoldre el contingut del cru i es neutralitza amb H,SO,4 2 N fins a un pH < 4. S’extreu la solucio
aquosa amb 5 x 50 ml de AcOEt. S’ajunten les fases organiques, es renten amb dissolucidé aquosa
saturada de NaCl, s’asseca sobre MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent a pressid reduida. S’obtenen
1.260 g d’un cru que es purifica per cromatografia convencional (AcOEt/Cy 1:5) aillant-se 726 mg de
I’acid 2S-azido-4-metilpentanoic (165) amb un rdt del 61%, les dades espectroscopiques més
significatives del qual son:

[a] p”’: -26.5° (¢ 4, MeOH)

"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 3.88 (1H, dd, J = 5.5 i 8.5 Hz, H-C2), 1.84 (1H, m, H-C4), 1.73 2H, m , H-
C3),[0.99 (3H, d, ] = 6.5 Hz) + 0.97 (3H, d, J = 6.5 Hz), 5-CH3+6-CH; ].

3.4.2. Intent de sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17-(2’S-azido-4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-
6-ona (188) via DCC

3.4.2.1. Intent de sintesi de 188 via DCC/Acetona

Es dissolen 145 mg (0.40 mmol) de 96 en 35 ml d’acetona i s’hi afegeixen 63 mg (0.40 mmol) de
165, 92 mg (0.44 mmol) de DCC i 2 mg (0.02 mmol) de DMAP. Es deixa agitar la mescla a t.a. Se
segueix la reaccié per CCF (AcOEt/Cy 3:2). Passades 24 h no s’observa evolucid en la reaccid i
s’afegeixen 116 mg (0.56 mmol) de DCC i 4 mg (0.03 mmol) de DMAP. Al cap de 24 h no s’observa
evoluci6 i s’atura la reacci. S’elimina el dissolvent a pressié reduida i per 'H-RMN es verifica que
només hi ha producte de partida 96.
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3.4.2.2. Intent de sintesi de 188 via DCC/CHCI;

Es dissolen 109 mg (0.30 mmol) de 96 en cloroform i s’hi afegeixen 63 mg (0.40 mmol) de 165, 91
mg (0.44 mmol) de DCC i 4 mg (0.03 mmol) de DMAP. Es deixa agitar la mescla a t.a. Es fa el
seguiment de la reaccié per CCF (AcOEt/Cy 3:2). Després de 147 h no s’ha observat cap avang en la
reaccio. S’evapora el dissolvent a pressio reduida i per 'H-RMN es verifica que només hi ha producte de
partida 96.

3.4.3. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17(-(2°S-azido-4 -metilpentanoiloxi)-5 c-androstan-6-ona
(188) mitjancant [’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 61 mg (0.39 mmol) de 165 en 5 ml de THF sec i s’hi afegeixen 53 pL (0.39 mmol) de
Et;N seca i 62 pL (0.39 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i
sota atmosfera inerta durant 40 min. Es filtra el clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressio
reduida i es dissol 1’oli resultant en 2 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 96 mg (0.75 mmol) de DMAP i 120 mg (0.33 mmol) de 96 en 2 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la soluciéo d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccioé es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). Passades 18.5 h
s’observa encara la preséncia de 96. Es tornen a preparar 2 ml de solucié6 d’anhidrid mixt
(0.39 mmol)/CH,Cl, i s’afegeixen al cru de reaccid a les 21.5 h. Per CCF gairebé no s’aprecia producte de
partida i es para la reaccid a les 25 h, afegint 20 ml de CH,Cl, Es renta la fase organica amb 3 x 30 ml
d’una soluci6é aquosa saturada de NH,Cl, 3 x 30 ml d’H,O, 3 x 30 ml d’una soluci6é aquosa saturada de
NaHCOs3, 20 ml d’H,O i1 30 ml d’una solucié aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre
MgSO, anhidre. S’elimina el dissolvent a pressido reduida i s’obtenen 136 mg d’un cru taronja que
correspon majoritariament al compost 188, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 471 (1H, dd, J = 8 i 9 Hz, aH-C17), 4.28 (1H, m, BH-C3), 4.10 (1H, m,
BH-C2), 3.79 (1H, dd, J = 6 i 8.5 Hz, H-C2°), 2.56 (1H, dd, J=2 i 6 Hz, aH-C5), 2.34 (1H, dd, J= 5 i
12.5 Hz, BH-C7), [ 0.98 (3H, d, ] = 6.5 Hz) + 0.96 (3H, d, J = 6.5 Hz), 5’-CH3+6’-CH; ], 0.83 (3H, s, 18-
CH;), 0.69 (3H, s, 19-CHy).

3.4.4. Sintesi de 2 o, 3 a-dihidroxi-17 (2 ’S-azido-4 -metilpentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (145)

Es dissolen 119 mg (~0.33 mmol) del cru de 188 en 3 ml d’acid trifluoroacetic 50% i es deixa
agitar a 0 °C. El seguiment de la reaccid es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). S’observa que a les 5.5 h de
reaccio ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressié reduida. S’afegeixen 10
ml de tolue i s’eliminen a pressio reduida. S’obtenen 131 mg d’un cru que es purifica per cromatografia
flash (AcOEt/Cy 3:1) obtenint-se 52 mg de 2a,30-dihidroxi-17p-(2’S-azido-4’-metilpentanoiloxi)-5a.-
androstan-6-ona (145) (rdt de cromatografia 78%), amb un rdt global del 35% des de 26.

Amb la finalitat d’avaluar I’activitat de 145 en el test d’inclinacié de la lamina d’arros, 52 mg
d’aquesta fraccid6 2 es recristallitzen amb EtOH/H,O en fred, obtenint-se 35 mg de 145 (Rdt

recristal-litzacio: 68%), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf:128°C
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IR (film evap. CHCl3): 3405, 2951, 2872, 2853, 2113, 1781, 1739, 1710, 1265, 1190.

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 4.73 (1H, dd, J = 8 i 8 Hz, aH-C17), 4.06 (1H, m, BH-C3), 3.78 (2H, m,
BH-C2 + H-C2°), 2.70 (1H, dd, J = 3.5 i 12.5 Hz, aH-C5), 2.32 (1H, dd, J = 4 i 13 Hz, BH-C7), [ 0.98
(3H, d, J = 6.5 Hz) + 0.96 (3H, d, J = 6.5 Hz), 5’-CH;+6’-CH; ], 0.84 (3H, s, 18-CH;), 0.77 (3H, s, 19-
CH;).

BC.RMN (75.5 MHz, CDCl5): 211.1/s C6, 170.8/s C1°, 83.7/d C17, [ 68.3/d + 68.2/d, C2 + C3 ], 60.5/d
C2’, 53.6/d C9, 51.0/d C14, 50.8/d C5, 46.2/t C7, 43.2/s C13, 42.5/s C10, 40.2/t C1, 40.0/t C3°, 37.4/d
C8, 36.4/t C12, 27.4/t C16, 26.4/t C4, 25.1/d C4’, 23.4/t C15, [ 22.8/q + 21.8/q, C5* + C6’ ], 20.8/t C11,
13.7/q C19, 12.3/q C18.

EM-AR: trobat 461.2868 [M] ¥, (calc. 461.2863, C2sH3oN;0s)
EM-IE: 461 ([M] °, 46), 446 ((M-CH;] *, 12), 443 ([M-H,0] *, 11), 305 (44), 287 (100), 149 (64), 129
(32).

3.5. Funcionalitat 2R-amina a C2’.
3.5.1. Sintesi de I’acid 2R-metoxicarbonilamino-4-metilpentanoic (170)

Es dissolen 500 mg de D-leucina (166, 3.81 mmol) en 7 ml NaOH 2M i s’addicionen 760 mg
cloroformiat de metil (8.04 mmol CICOOCH;). Es deixa agitant a -3 °C durant 15 h i a t.a. durant 6 h
més. S’extreu amb 3 x 50 ml d’ Et,0 i s’acidifica la fase aquosa fins a pH < 2 amb 7 ml HCI 2M. Es torna
a extreure amb 3 x 30 ml d’AcOEt. S’ajunten les fases organiques i s’assequen sobre MgSQO, anhidre.
S’elimina el dissolvent a pressio reduida obtenint-se 742 mg d’un cru que es purifica per cromatografia
Flash emprant Cy/AcOEt 2:1 com a eluent (rdt de columna 95%). S’obtenen 650 mg (rdt del 90%) de
I’acid 2R-metoxicarbonilamino-4-metilpentanoic (170), les dades espectroscopiques més significatives
del qual son:

IR (film evap. CHCl3): 3322,2959, 1717, 1539, 1058.

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 5.07 (1H, d, J = 8.4 Hz, NH), 4.40 (1H, m, H-C2), 3.70 (3H, s, COOCHs),
0.96 (6H, d, ] = 6.3 Hz, H-C5 + H-C6)

BC-RMN (75.5 MHz, CDCly): 177.7/s C1, 156.7/s COOCHs, 52.5/q COOCHs, 52.3/d C2, 41.4/t C3,
24.7/d C4, [22.9/q + 21.7/q, C5* + C6’]

3.5.2. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17[-(4’-metil-2’R-metoxicarbonilaminopentanoiloxi)-5 o~
androstan-6-ona (190)

Es dissolen 792 mg (~ 3.81 mmol) de ’acid 2R-metoxicarbonilamino-4-metilpentanoic (170) en 45
ml de THF sec i s’hi afegeixen 510 puL (3.81 mmol) de Et;N seca i 575 pL (3.81 mmol) de clorur de
2,4,6-triclorobenzoil (180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el
clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressié reduida i es dissol 1’oli resultant en 25 ml de CH,Cl,.
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Es dissolen 383 mg de DMAP i 443 mg (~1.24 mmol) de 1’acetal 96 en 10 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la soluciéo d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccié es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i es para a les 18 h.
S afegeixen 100 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 2 x 100 ml d’una soluci6é aquosa saturada
de NH,CI, 2 x 100 ml d’H,0, 2 x 100 ml d’una solucié aquosa saturada de NaHCO; i 80 ml d’una solucio
aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSQO, anhidre. S’elimina el dissolvent a
pressid reduida i s’obtenen 888 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al compost 190, les
dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 5.12 (1H, m, NH), 4.66 (1H, t, J = 8.4 Hz, aH-C17), 4.35 (1H, m, H-C2"),
4.27 (1H, m, BH-C3), 4.10 (1H, m, BH-C2), 0.95 (6H, d, J = 6.3 Hz, 5>-CH; + 6’-CH;), 0.79 (3H, s, 18-
CHs), 0.69 (3H, s, 19-CH).

3.5.3. Sintesi de 2a,3a-dihidroxi-17~(4 -metil-2’R-metoxicarbonilaminopentanoiloxi)-5 a-androstan-6-
ona (151)

Es dissolen 873 mg (~1.22 mmol) del cru de 190 en 17 ml d’acid trifluoroacetic 50% 1 es deixa
agitar a una temperatura de 0 °C. El seguiment de la reaccié es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). S’observa
que a les 5.5 h de reacci6 ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressio reduida.
S afegeixen 10 ml de tolu¢ i s’eliminen a pressi6 reduida. S’obtenen 1211 mg d’un cru que es purifica per
cromatografia flash (AcOEt/Cy 3:2) aillant-se les segiients fraccions:

Fracci6 Quantitat (mg) Composicio

F1 316 cc
F2 333 192 + imp.
F3 186 cc
F4 212 151
F5 63 cc

rdt de cromatografia = 92%.

El compost 2a,3a-dihidroxi-17-(4’-metil-2’ R-metoxicarbonilaminopentanoiloxi)-5a-androstan-6-
ona (151) s’obté amb un rdt del 35% des del compost 26.

Per tal d’avaluar I’activitat de 151 en el test d’inclinacié de la lamina d’arros, es varen provar
diferents recristal'litzacions emprant éter de petroli/CH,Cl,, éter diisopropilic/CH,Cl,, Et,O/CH,Cl,,
MeCOMe/H,0 i EtOH/H,0 en fred. Degut a que en cap d’elles es va aconseguir cristal-litzar el producte
d’interés, 189 mg d’aquest es purifiquen per cromatografia flash (AcOEt/Cy, 3:1), obtenint-se 138 mg de
151 (rdt purificacio: 73%), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf:67°C

IR (film evap. CHCl3): 3344, 2951, 1709, 1264, 1202, 1055, 755
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"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5.05 (1H, d, ] = 8.7 Hz, NH), 4.67 (1H, t, ] = 8.4 Hz, aH-C17), 4.35 (1H, m,
H-C2’), 4.05 (1H, m, BH-C3), 3.79-3.74 (1H, m, BH-C2), 3.67 (3H, s, COOCH}), 2.69 (1H, dd, J =3.3 i
12.6 Hz, aH-C5), 0.96 (6H, d, J = 6.3 Hz, 5°-CH; + 6>-CHs), 0.80 (3H, s, 18-CHs), 0.77 (3H, s, 19-CH;).

BC.RMN (75.5 MHz, CDCI;): 211.1/s C6, 173.0/s C1’, 156.4/s NHCOOCH;, 83.2/d C17, [68.3/d +
68.2/d, C2 + C3], 53.6/d C9, 52.5/d C2’, 52.4/¢ NHCOOCH;, 51.0/d C14, 50.8/d C5, 46.2/t C7, 43.2/s
C13, 42.6/s C10, 42.0/t C3’, 40.2/t C1, 37.4/d C8, 36.4/t C12, 27.3/t C16, 26.3/t C4, 24.9/d C4’, 23.4/t
Cl15, [22.8/q +22.0/q, C5* + C6°], 20.8/t C11, 13.7/q C19, 12.1/q C18.

EM-AR: trobat 493.3041 [M] ', (calc. 493.3039, C,;H43NO7)
EM-IE: 478 (IM-CH;] 7, 2), 476 ([M-OH] *, 21), 144 (100)

3.6. Funcionalitat 2S-amina a C2’.
3.6.1. Sintesi de [’acid 2S-metoxicarbonilaminoisopentanoic (171)

Es dissolen 500 mg de L-leucina (167, 3.81 mmol) en 7 ml NaOH 2M i s’addicionen 760 mg
cloroformiat de metil (8.04 mmol CICOOCH;). Es deixa agitant a -3 °C durant 15 h i a t.a. durant 6 h
més. S’extreu amb 3 x 50 ml d” Et,O i s’acidifica la fase aquosa fins a pH < 2 amb 7 ml HCI 2M. Es torna
a extreure amb 3 x 30 ml d’AcOEt. S’ajunten les fases organiques i s’assequen sobre MgSQ, anhidre.
S’elimina el dissolvent a pressid reduida, obtenint-se 742 mg d’un cru que es purifica per cromatografia
Flash emprant Cy/AcOEt 2:1 com a eluent (rdt de columna 95%). S’obtenen 591 mg de 1’acid 2S5-
metoxicarbonilamino-4-metilpentanoic (171) amb un rdt del 82%, les dades espectroscopiques més
significatives del qual son:

IR (film evap. CHCl3): 3323, 2959, 1716, 1538, 1058

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5.05 (1H, d, J = 7.8 Hz, NH), 4.38 (1H, m, H-C2), 3.70 (3H, s, COOCH),
0.96 (6H, d, J = 6.3 Hz, H-C5’ + H-C6")

BC.RMN (75.5 MHz, CDCl;): 177.8/s C1, 156.7/s COOCHs, 52.5/q COOCH;, 52.3/d C2, 41.4/t C3,
24.8/d C4, [22.9/q +21.7/q, C5’ + C6’]

3.6.2. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17-(4 -metil-2’S-metoxicarbonilaminopentanoiloxi)-5 o-
androstan-6-ona (191) mitiangant [’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 386 mg (2.04 mmol) de 1’acid 2S-metoxicarbonilamino-4-metilpentanoic (171) en 15
ml de THF sec i s’hi afegeixen 273 puL (2.04 mmol) de Et;N seca i 308 pL (2.04 mmol) de clorur de
2,4,6-triclorobenzoil (180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el
clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressi6 reduida i es dissol 1’oli resultant en 10 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 210 mg de DMAP i 243 mg (~0.68 mmol) de I’acetal 96 en 5 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la solucid6 d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i aquesta es para a les 24
h. S’afegeixen 50 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 2 x 50 ml d’una solucié aquosa saturada
de NH,CI, 2 x 50 ml d’H,0, 2 x 50 ml d’una solucié aquosa saturada de NaHCO; i 40 ml d’una solucio
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aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre. S’elimina el dissolvent a
pressio reduida i s’obtenen 461 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al compost 191, les
dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 5.04 (1H, m, NH), 4.67 (1H, t, J = 8.4 Hz, aH-C17), 4.35 (1H, m, H-C2),
427 (1H, m, BH-C3), 4.10 (1H, m, BH-C2), 0.96 (6H, d, J = 6.3 Hz, 5>-CH; + 6’-CHj), 0.79 (3H, s, 18-
CH,), 0.69 (3H, s, 19-CHy).

3.6.3. Sintesi de 2a,3o-dihidroxi-17-(4 -metil-2’S-metoxicarbonilaminopentanoiloxi)-5 c-androstan-6-
ona (152)

Es dissolen 454 mg (~0.68 mmol) del cru de 191 en 10 ml d’acid trifluoroacétic 50% i es deixa
agitar a 0 °C. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 2:1). S’observa que a les 4 h de reaccio
ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressi6 reduida. S’afegeixen 10 ml de
tolu¢ i s’eliminen a pressid reduida. S’obtenen 619 mg d’un cru que es purifica per cromatografia flash
(AcOEt/Cy 3:2) aillant-se 74 mg de 2a,3a-dihidroxi-173-(4’-metil-2’S-metoxicarbonilaminopenta-
noiloxi)-5a-androstan-6-ona (152) amb un rdt del 23% des del compost 26.

Per tal d’avaluar I’activitat de 152 en el test d’inclinacié de la lamina d’arrds, 74 mg d’aquest es
recristal.litzen amb EtOH/H,O en fred, obtenint-se 44 mg de 152 (rdt recristal-litzacio: 62%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf: 209 °C
IR (film evap. CHCI;): 3347,2952, 1711, 1250, 1203, 755

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5.06 (1H, d, ] = 8.7 Hz, NH), 4.68 (1H, t, ] = 8.4 Hz, aH-C17), 4.35 (1H, m,
H-C2), 4.06 (1H, m, BH-C3), 3.80-3.75 (1H, m, H-C2), 3.70 (3H, s, COOCHs), 2.69 (1H, dd, J = 2.1 i
11.7 Hz, oH-C5), 2.31 (2H, dd, J = 4.2 Hz, 12.6 Hz, H-C7), 0.96 (6H, d, ] = 6.3 Hz, 5’-CH; + 6’-CHy),
0.80 (3H, s, 18-CHs), 0.77 (3H, s, 19-CH).

BC-RMN (75.5 MHz, CDCI3): 211.1/s C6, 173.0/s C1°, 156.4/s NHCOOCH;, 83.2/d C17, [68.4/d +
68.2/d, C2 + C3], 53.6/d C9, 52.7/d C2°, 52.4/q NHCOOCH;, 51.0/d C14, 50.7/d CS5, 46.2/t C7, 43.2/s
C13, 42.5/s C10, 42.1/t C3°, 40.2/t C1, 37.4/d C8, 36.5/t C12, 27.4/t C16, 26.4/t C4, 24.9/d C4’, 23.4/t
C15,[22.9/q +22.9/q, C5> + C6°], 20.8/t C11, 13.7/q C19, 12.2/q C18.

EM-AR: trobat 493.2999 [M] *, (calc. 493.2995, C»;H,3NO,)
EM-IE: 493 (IM] °, 12), 478 (IM-CH;] *, 476 (IM-OH] ", 30), 475 ([M-H,0] *, 12), 11), 191 (33), 174

(70), 165 (32), 153 (32), 151 (35), 144 (99), 139 (43), 137 (42), 125 (63), 123 (52), 111 (83), 109 (65), 99
(33), 97 (100), 95 (86), 85 (71), 83 (87), 80 (72).
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3.7. Funcionalitat 2R-hidroxil a C2’.
3.7.1. Sintesi de [’acid 2R-acetoxi-4-metilpentanoic (175)

Es dissolen 500 mg de I’acid 2R-hidroxi-4-metilpentanoic (174, 3.78 mmol) en 1.2 ml anhidrid
acétic i s’addicionen 175 mg 4-(pirrolidin-1-il)piridina dissolts en 1.2 ml Py (seca sobre CaH,). Es deixa
agitant a t.a., sota atmosfera d’arg6d i protegit de la llum durant 20 h. S’elimina la Py mitjancant
destil-laciéo a pressid reduida. S’obtenen 674 mg d’un cru que correspon majoritariament al compost
d’interés acid 2R-acetoxi-4-metilpentanoic (175), les dades espectroscopiques més significatives del qual
son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5.08 (1H, dd, J = 3.9 i 9.6 Hz, H-C2), 2.17 (3H, s, CH;CO), 1.90-1.71 (2H,
m, H-C3 + H-C4), 0.98 (6H, dd, J = 6.3 i 8.4 Hz, H-C5 + H-C6).

3.7.2. Sintesi de 2o,3a-isopropilidendioxi-17-(2 R-acetoxi-4 -metipentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona
(196) mitjancant l’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 665 mg (= 3.72 mmol) del cru de 1’acid 2R-acetoxi-4-metilpentanoic (175) en 41 ml de
THF sec i s’hi afegeixen 500 pL (3.73 mmol) de Et;N seca i 562 pL (3.73 mmol) de clorur de
2,4,6-triclorobenzoil (180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el
clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressio6 reduida i es dissol ’oli resultant en 15 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 317 mg de DMAP i 742 mg (~1.24 mmol) del cru de I’acetal 96 en 8 ml de CH,ClL,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la solucid6 d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. La reaccio es para a les 24 h afegint 100 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica
amb 2 x 50 ml d’una solucid aquosa saturada de NH,4Cl, 2 x 50 ml d’H,0, 2 x 50 ml d’una solucié aquosa
saturada de NaHCO; 1 40 ml d’una soluci6é aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre
MgSO, anhidre. S’elimina el dissolvent a pressid reduida i s’obtenen 1040 mg d’un cru taronja que
correspon majoritariament al compost 196, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI;): 5.00 (1H, m, H-C2°), 4.67 (1H, t, J = 7.5 Hz, aH-C17), 4.28 (1H, m, BH-
C3), 4.09 (1H, m, BH-C2), 2.55 (1H, dd, J= 3.9 i 12.3 Hz, aH-C5), 0.95 (6H, dd, J = 6.3 i 7.8 Hz, 5>-CHj;
+6°-CHs), 0.79 (3H, s, 18-CHs), 0.68 (3H, s, 19-CHs).

3.7.3. Sintesi de 2o, 3 a-dihidroxi-17 f-(2°R-hidroxi-4 ’-metipentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (153)

Experiéncia 1

Es dissolen 1020 mg (1.24 mmol) del cru de 196 en 11 ml CHC]l; i 88 ml MeOH. S’addicionen 6.4
ml HCI 37% a 0 °C. Es deixa agitant durant 44 h a t. a. i es para la reaccié addicionant NaHCO; (s) fins a
pH > 7. S’addicionen 50 ml d’H,O i s’extreu amb 3 x 250 ml d’AcOEt. S’ajunten les fases organiques i
s’evapora el dissolvent a pressio reduida. S’obtenen 699 mg d’un cru que conté una relacio 153:197:26
1:0:9, valorada per "H-RMN. Es purifica mitjangant cromatografia Flash Cy/AcOEt (2:5) obtenint-se les
segiients fraccions:
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Fracci6  Quantitat (mg) Composicio
F1 309 cc+174
0 %) 153 + 2R-hidroxi-4-metilpentanoat
de 3,4,6-triclorobenzoil
F3 288 26 +imp

rdt de cromatografia = 97%.

La fraccio 2 (82 mg) s’intenta purificar mitjangant recristal'litzacio amb EtOH/H,O en fred, pero
s’obtenen 18 mg (rdt de recristal-litzacié = 22%) d’una barreja del compost d’interés 153 impurificat amb
2R-hidroxi-4-metilpentanoat de 3,4,6-triclorobenzoil 174, subproducte de la reaccié de Yamaguchi.

Experiéncies 2-8

Es dissolen A mg/mmol del cru de 196 en B uL de CHCI; i C uL de MeOH. S’addicionen D pL
d’HC1 37% a 0 °C. Es deixa agitant durant E h a t. a. i es para la reaccié addicionant NaHCO; (s) fins a
pH > 7. S’addicionen 10 ml d’H,O i s’extreu amb 3 x 10 ml d’AcOEt. S’ajunten les fases organiques i

s’evapora el dissolvent a pressio reduida. S’obtenen F mg d’un cru que conté una relacié 153:197:26 G,
valorada per "H-RMN:

Exp. A B C D E F G
mg/mmol mlHCl; mIMeOH mlHCI h mg 153:197:26
2 20/0.024 0.50 4.2 0.10 1.20 15 2:7:1
3 20/0.024 0.50 4.2 025 120 20 2:6:2
4 20/0.024 0.50 4.2 0.20 22 17 2:1:7
5 20/0.024 0.55 4.4 0.32 22 21 2:0:8
6 10/0.012 0.50 4.4 0.20 4 8 3:4:3
7 10/0.012 0.50 4.4 0.20 7 6 3:2:5
8 10/0.012 0.50 4.4 0.11 15 7 3:1:6

Experiéncia 9
Es dissolen 872 mg (1.03 mmol) del cru de 196 en 44 ml CHCIl; i 380 ml MeOH. S’addicionen 17

ml HCl 37% a 0 °C. Es deixa agitant durant 4 h a t. a. 1 s’elimina el MeOH mitjangant destil-lacié a
pressio reduida. S’addiciona NaHCO; (s) fins a pH > 7. S’addicionen 50 ml d’H,O i s’extreu amb 3 x 250
ml s’AcOEt. S’ajunten les fases organiques i s’evapora el dissolvent a pressié reduida. S’obtenen 1840
mg d’un cru que conté una relacido 153:197:26 2:3:5. Es purifica mitjangant cromatografia Flash
Cy/AcOEt (2:1) obtenint-se les segiients fraccions:
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Fracci6  Quantitat (mg) Composicio
F1 64 cc
F2 87 153 (50%) + 197 (%50%)"
R A
3 132 153 +2R hldI‘OX.I 4 metllpeljtanoat
de 3,4,6-triclorobenzoil
F4 1407 26 +imp

rdt de cromatografia = 95%
* Identificat mitjancant espectres de 'H-RMN

= La fraccid 2 s’identifica com una barreja 1:1 entre el producte d’interés 153 i 197, les dades
espectroscopiques més significatives dels quals son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI;): 4.97 (1H, dd, ] = 4.5 9.3 Hz, H-C2’ (197)), [4.69 (1H, t, ] = 7.8 Hz) + 4.64
(1H, t, J = 8.1 Hz), aH-C17 (153) + aH-C17 (197)], 4.30 (1H, t, J = 6.9 Hz, H-C2’ (153)), 4.05 [2H, m,
BH-C3 (153) + BH—C3 (197)], 3.80-3.74 [2H, m, BH-C2 (153) + BH-C2 (197)], 2.69 [2H, dd, ] = 3.0 i
12.3 Hz, aH-C5 (153) + aH-C5 (197)], 0.98-0.92 [12H, m, (5’-CH; + 6’-CHs) (153) + (5°-CH; + 6°-CH)
(197), 0.80 [3H, s, 18-CH; (153)], 0.79 (3H, s, 18-CH; (197)), 0.77 [6H, s, 19-CH; (153) + 19-CH; (197)].

3.8. Funcionalitat 2S-hidroxil a C2°.
3.8.1. Sintesi de I’acid 2S-hidroxi-4-metilpentanoic (168)

Es dissolen 500 mg (3.81 mmol) de L-Leu (167) en 3.25 ml d’acid sulfuric 4 N i es refreda a 0 °C.
A aquesta dissolucio s’hi afegeixen, gota a gota, 2.6 ml d’una solucié de 800 mg (11.6 mmol) de NaNO,
en HyO i es deixa agitar la mescla durant 24 h. S’afegeixen 10 ml d’H,O i s’extreu la fase aquosa amb
7 x50 ml de AcOEt. S’ajunten les fases organiques i s’assequen sobre MgSQO, anhidre. S’elimina el
dissolvent a pressio reduida i s’obtenen 741 mg d’un cru que per 'H-RMN s’identifica, majoritariament,
com el compost 168, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

IR (Pastilla KBr): 3423, 2956, 2931, 2904, 2875, 2702, 2625, 2485, 1716, 1467, 1226, 1137, 1078.

"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 4.30 (1H, dd, J = 5 i 8.5 Hz, H-C2), 1.92 (1H, m, H-C4), 1.64 (2H, m , H-
C3),0.97 (6H, d, ] = 6.5 Hz, 5-CH;+6-CH).

3.8.2. Intent de sintesi de [’acid 2S-(E-tetrahidropiraniloxi)-4-metilpentanoic (172)

Es dissolen 200 mg (1.51 mmol) de 168 i 408 mg (4.85 mmol) de DHP en 10 ml de CH,Cl, sec i
s’hi afegeixen 10 mg (0.06 mmol) de PTSA. Es deixa agitar la mescla a t.a. durant 22.5 h. El seguiment
de la reaccid es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i es visualitza amb H,SO4 50% i amb verd de bromocresol.
S’afegeixen 20 ml de CH,Cl, 1 es renta la fase organica amb 2 x 25 ml d’una solucid aquosa saturada de
NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSQO, anhidre. S’eliminen els dissolvents organics a pressio
reduida i s’obtenen 291 mg d’un cru que es purifica per cromatografia flash AcOEt/Cy 1:8. S’obté un cru
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complex que, per 'H-RMN i per IR, s’identifica com a dimers i trimers de THP, lliures i formant &sters
tetrahidropiranilics amb 168, les dades espectroscopiques més significatives dels quals es mostren a
continuaci6. La relacié cadena/THP és 1:2.5.

IR (Film evap. CHCI3): 3580, 2944, 2870, 2732, 2661, 1797, 1748, 1728, 1467, 1353, 1202, 1124, 1076,
1035, 968.

"H-RMN (300 MHz, CDCI;): 5.5 (1H, t, H-C,’ de D’ester tetrahidropiranilic), 4.25 (1.1H, m, H-C2), 3.86
(5.5H, m, H-C6”)

3.8.3. Sintesi de [’acid 2S-(&-tetrahidropiraniloxi)-4-metilpentanoic (172)
3.8.3.1. Sintesi de PPTS

Es dissolen 2.85 g (16.5 mmol) de PTSA en 6.1 ml de Py. Es deixa agitant la solucio a 40-60 °C
durant 30 min. S’evapora l’excés de Py a pressio reduida. El solid obtingut es purifica per
recristal‘litzacié amb acetona rendint 2.95 g d’un solid blanc, que per 'H-RMN s’identifica com PPTS, les
dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CD;COCD3): 9.05 (2H, d, ] = 2.5 Hz, H-C2’ + H-C6’ ), 8.74 (1H, t, ] = 4 Hz, H-
C4%),8.22 (2H, t, J = 3.5 Hz, H-C3’ + H-C5"), 7.72 (2H, d, J =4 Hz, H-C2 + H-C6 ), 7.18 (2H, d, J = 4
Hz, H-C3 + H-C5 ), 2.33 (3H, s, 7-CH).

3.8.3.2. Sintesi de [’acid 2S-(&-tetrahidropiraniloxi)-4-metilpentanoic (172)

Es dissolen 202 mg (1.53 mmol) de 168 i 395 mg (4.70 mmol) de DHP en 10 ml de CH,Cl, sec i
s’hi afegeixen 20 mg (0.08 mmol) de PPTS. Es deixa agitar la mescla a t.a. durant 17.5 h. El seguiment de
la reaccid es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i es visualitza amb H,SO4 50% i amb verd de bromocresol.
S’afegeixen 20 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 2 x 25 ml d’una soluci6é aquosa saturada de
NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre. S’eliminen els dissolvents organics a pressio
reduida i s’obtenen 517 mg d’un cru que per 'H-RMN s’identifica majoritariament com el producte
d’interés 172 pero impurificat amb dimers de THP, les dades espectroscopiques més significatives del
qual sén:

IR (film evap. CHCl3): 3427, 3193, 2956, 2871, 2744, 2663, 1797, 1726, 1201, 1139, 1077, 1025.

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.40 (1H, m, £H-C2-THP), 4.05 (1H, m, EH-C2-THP), 3.70 (2H, m, £H-
C6-THP), 3.54 (2H, m, EH-C6-THP), 3.44 (2H, m, H-C3), 0.96 (6H, m, 5-CH; + 6-CH).

3.8.4. Sintesi de [’acid 2S-acetoxi-4-metilpentanoic (173)

Es dissolen 500 mg (3.78 mmol) de I’acid 2S-hidroxi-4-metilpentanoic (168) en 1.2 ml anhidrid
acétic i s’addicionen 175 mg 4-(pirrolidin-1-il)piridina dissolts en 1.2 ml Py seca. Es deixa agitant a t.a.,
sota atmosfera d’argé i protegit de la llum durant 24 h. S’elimina la Py mitjangant destil-lacio a pressio
reduida. S’obtenen 724 mg d’un cru que correspon majoritariament al compost d’interés, 1’acid 2S5-
acetoxi-4-metilpentanoic (173), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:
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"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 5.08 (1H, dd, J = 3.9 i 9.6 Hz, H-C2), 2.17 (3H, s, CH;CO), 1.90-1.71 (1H,
m, H-C3 + H-C4), 0.98 (6H, dd, ] = 6.3 i 8.4 Hz, H-C5 + H-C6).

3.8.5. Sintesi de 2 o, 3 a-dihidroxi-17 (2 ’S-hidroxi-4 -metipentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (154)

Es dissolen 705 mg (= 3.72 mmol) del cru de I’acid 2S-acetoxi-4-metilpentanoic (173) en 41 ml de
THF sec i s’hi afegeixen 500 pL (3.73 mmol) de Et;N seca i 562 pL (3.73 mmol) de clorur de
2,4,6-triclorobenzoil (180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el
clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressio6 reduida i es dissol ’oli resultant en 15 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 317 mg de DMAP i 742 mg (~1.24 mmol) de 96 en 8 ml de CH,Cl,. En condicions de
t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la solucié d’anhidrid mixt en CH,Cl, recentment preparada.
La reacci6 es para a les 24 h afegint 100 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 2 x 50 ml d’una
solucié aquosa saturada de NH4CI, 2 x 50 ml d’H,0, 2 x 50 ml d’una solucié aquosa saturada de NaHCO;
140 ml d’una soluci6 aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre. S’elimina
el dissolvent a pressi6 reduida i s’obtenen 1040 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al
compost 193, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5.00 (1H, m, H-C2°), 4.63 (1H, t, J = 8.4 Hz, aH-C17), 4.27 (1H, m, BH-
C3), 4.08 (1H, m, BH-C2), 2.53 (1H, m, «H-C5), 0.94 (6H, dd, ] = 6.3 i 7.8 Hz, 5°-CH; + 6°-CHs), 0.78
(3H, s, 18-CHs), 0.69 (3H, s, 19-CH;).

3.8.6. Sintesi de 2o, 3 a-dihidroxi-17 -(2°S-hidroxi-4 -metipentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (154)

Experiéncia 1

Es dissolen 1310 mg (= 1.24 mmol) del cru de 193 en 11 ml CHCI; i 88 ml MeOH. S’addicionen
6.4 ml HC1 37% a 0 °C. Es deixa agitant durant 24 h a t. a. i es para la reacci6 addicionant NaHCOj (s)
fins a pH > 7. S’addicionen 50 ml d’H,O i s’extreu amb 3 x 250 ml s’AcOEt. S’ajunten les fases
organiques i s’evapora el dissolvent a pressié reduida. S’obtenen 881 mg d’un cru que conté una relacio
154:195:26 2:0:98, mesurada per 'H-RMN.

Experiéncia 2

Es dissolen 930 mg (= 1.18 mmol) del cru de 193 en 10 ml CF;COOH (85%) i se segueix la reaccio
per CCF AcOEt (100%). Al cap de 4 dies no es detecta producte de partida per CCF i s’elimina el
dissolvent a pressio reduida, afegint tolue per afavorir 1’eliminacié de ’H,O. S’obtenen 1166 mg d’un cru
en el que es detecta per 'H-RMN una gran proporci6 de trifluoroacetats en els hidroxils a C2, C3 i/o C2’.

é (ppm) Acoblament Assignacio
4.83 t(J=8.4 Hz) aH-C17
~4.0 varis senyals formacio d’esters

0.79, 0.80, 0.82, S 18-CH, + 19-CIL,

0.85, 0.86, 0.87,0.90
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Hidrolisi de trifluoroacetats

700 mg del cru de I’experiéncia 2 anterior es dissolen en 210 ml de THF i s’afegeixen 400 mg de
NaHCOs; dissolts en 140 ml d’H,O. Es deixa agitar a t.a. durant 0.5 h i, un cop finalitzada la reaccid
(seguiment per CCF AcOEt 100%) es realitzen extraccions amb AcOEFEt. La fase organica es renta amb
una dissolucié aquosa saturada de NaCl i s’asseca sobre MgSQO, anhidre. Es filtra i s’elimina el dissolvent
mitjangant destil-laci6 a pressid reduida, obtenint-se 824 mg d’un cru que es purifica per cromatografia
flash Cy/AcOEt (1:3), obtenint-se les segiients fraccions:

Fraccié Quantitat (mg) Composicié
F1 320 cc
F2 109 192
F3 48 192 + 154
F4 40 154
F5 277 26 + imp

rdt de cromatografia = 95%.

= S’obté 2a,3a-dihidroxi-17p-trifluoroacetoxi-Sa-androstan-6-ona (192) amb un rdt del 37% des de 26.
Les dades espectroscopiques més significatives de 192 son:

Pf:168°C
IR (film evap. CHCI): 3392, 2942, 1780, 1710, 1222, 1168, 758.

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.83 (1H, dd, J = 7.5 i 9.0 Hz, aH-C17), 4.05 (1H, m, BH-C3), 3.80-3.74
(1H, m, BH-C2), 2.70 (1H, dd, J = 3.0 i 12.3 Hz, aH-C5), 0.85 (3H, s, 18-CHs), 0.77 (3H, s, 19-CHj).

BC.RMN (75.5 MHz, CDCI3): 210.8/s C6, 157.3/s C1’ (qe.r, J = 41.8 Hz), 114.5/s C2’ (qc.r, J = 285.3
Hz),, 86.2/d C17, [68.3/d + 68.2/d, C2 + C3], 53.5/d C9, 50.9/d C14, 50.8/d CS, 46.1/t C7, 43.6/s C13,
42.5/s C10, 40.2/t C1, 37.3/d C8, 36.2/t C12, 27.0/t C16, 26.3/t C4, 23.3/t C15, 20.7/t C11, 13.7/q C19,
12.0/q C18.

EM-AR: trobat 418.1962 [M] ¥, (calc. 418.1967, C2HaoF305)
EM-IE: 418 (IM] *, 38), 403 (IM-CH;] *, 45), 401 ([M-OH] *, 100), 400 ([M-H,0] , 55), 383 (47), 373
(43).

= S’obté 2a,3a-dihidroxi-17p-(2’S-hidroxi-4’-metipentanoiloxi)-5Sa-androstan-6-ona (154) amb un rdt
del 13% des de 26. Les dades espectroscopiques més significatives de 154 son:

P.f:206°C

IR (film evap. CHCI3): 3247, 2925, 1742, 1706, 1201.
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"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 4.76 (1H, t, ] = 8.5 Hz, aH-C17), 4.21-4.17 (1H, m, H-C2"), 4.06 (1H, m,
BH-C3), 3.81-3.72 (1H, m, BH-C2), 2.68 (1H, dd, J = 2.4 i 12.9 Hz, aH-C5), 0.96 (6H, dd, ] = 6.6 i 3.0
Hz, 5°-CH; + 6>-CHs), 0.80 (3H, s, 18-CHs), 0.77 (3H, s, 19-CHj).

BC.RMN (75.5 MHz, CDCI3): 211.0/s C6, 175.8/s C1°, 83.4/d C17, 69.1/d C2, [68.3/d + 68.2/d, C2 +
C3], 53.6/d €9, 51.0/d C14, 50.8/d C5, 46.2/t C7, 43.8/t C3°, 43.3/s C13, 42.5/s C10, 40.2/t C1, 37.4/d
C8, 36.5/t C12, 27.3/t C16, 26.4/t C4, 24.6/d C4*, 23.4/t C15, [21.8/q + 21.8/q, C5* + C6’], 20.8/t C11,
13.7/q C19, 12.3/q C18.

EM-AR: trobat 436.2828 [M] ", (calc. 436.2825, C,5H400¢)
EM-IE: 436 (IM] ¥, 32), 421 (IM-CH3] *, 19), 419 ([M-OH] °, 71), 418 (M- H,0] *, 20), 305 (97), 287
(100), 269 (36).

3.9. Funcionalitat 2R- fluor a C2’
3.9.1. Sintesi de [’acid 2R-fluoro-4-metilpentanoic (176)

A una dissolucié a 0 °C de 3 ml de Py seca i 4.4 ml de HF-Py 70%, s’addicionen 500 mg (3.8
mmol) de D-Leucina (166). Seguidament s’afegeixen 0.40 g NaNO, (5.7 mmol) en 6 porcions i durant 1
h. Es calenta fins t.a. i es deixa agitar durant 6 h. S’aboca el cru de reaccié sobre H,O i el producte
s’extreu amb 3 x 50 ml d’Et;0 i 3 x 50 ml d’AcOEt. S’ajunten les fases organiques i s’elimina el
dissolvent mitjancant destil.lacio a pressio reduida. S’obtenen 340 mg d’un cru que s’identifica mitjangant
espectres de 'H-RMN com una barreja del compost d’interés (176, 53%) i Iacid
2R-hidroxi-4-metilpentanoic (174, 13%) en una proporci6é 80:20. Per CCF no és possible visualitzar cap
dels dos compostos formats, ni a 254 nm, ni emprant H,SO, com agent revelador, ni verd de bromocresol,
ni tampoc emprant dissolucié d’acid fosfomolibdic. Es decideix emprar directament aquest cru per a la
segiient etapa de reaccio.

L’acid 174 s’identifica per comparacié amb mostra de referéncia i I’acid 176 s’identifica a través de
les segiients dades espectroscopiques més significatives:

"H-RMN (300 MHz, CDCl5): 5.01 (1H, ddd, J = 49.8, 9.3 i 3.6 Hz, H-C2 (176)), 4.30 (1H, dd, J = 8.2 i
5.2 Hz, H-C2 (174)), 1.94-1.78 (4H, m, H-C3 (176 + 174)), 1.67-1.63 (2H, m, H-C4 (176 + 174)), [0.99
(6H, d,J = 5.9 Hz) + 0.95 (6H, d, J = 5.9 Hz), H-C5 + H-C6 (176 + 174)]

3.9.2 Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17-(2°R-fluoro-4 ’-metipentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona
(202) mitjangant l’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 340 mg del cru de 176 en 30 ml de THF sec i s’hi afegeixen 339 uL (2.53 mmol) de
Et;N seca i 382 uL (2.53 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i
sota atmosfera inerta durant 40 min. Es filtra el clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressio
reduida i es dissol I’oli resultant en 35 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 371 mg (2.90 mmol) de DMAP i 500 mg (= 1.20 mmol) de 96 en 10 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la solucido d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccio6 es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). Passades 24 h gairebé
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no s’aprecia producte de partida i es para la reaccid. S’afegeixen 50 ml de CH,Cl, i es renta la fase
organica amb 3 x 50 ml d’una soluci6 aquosa saturada de NH4Cl, 50 ml d’H,0, 3 x 50 ml d’una solucio
aquosa saturada de NaHCOs;, i 50 ml d’una solucié aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica
sobre MgSQ, anhidre. S’elimina el dissolvent a pressio reduida i s’obtenen 960 mg d’un cru taronja que
correspon majoritariament al compost 202, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H.RMN (300 MHz, CDCly): 5.01 (1H, m, H-C2), 474 (1H, t, J = 7.5 Hz, aH-C17), 4.28 (1H, m,
BH-C3), 4.10 (1H, m, BH-C2), 2.56 (1H, dd, J = 2 i 6 Hz, aH-C5), [0.99 (3H, d, ] = 6.0 Hz) + 0.96 (3H,
d,J=6.0 Hz), 5°-CH3+6’-CHs ], 0.80 (3H, s, 18-CHs), 0.69 (3H, s, 19-CHy).

3.9.3. Sintesi de 2 o, 3 a-dihidroxi-17 (2 'R-fluoro-4 ’-metipentanoiloxi)-5 a-androstan-6-ona (161)

Es dissolen 960 mg (~1.20 mmol) del cru de 202 en 16 ml d’acid trifluoroacetic 50% 1 es deixa
agitar a 0 °C. El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1). Transcorreguts 30 min de reaccio
ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressié reduida. S’afegeixen 30 ml de
tolu¢ i s’eliminen a pressio reduida. S’obtenen 1023 mg d’un cru que es purifica per cromatografia flash
(AcOEt/Cy 2:1) obtenint-se les segiients fraccions:

Quantitat

Fraccio (mg) Composicio
F1 462 cc
F2 64 161 + imp.
F3 141 161
F4 15 161 + imp.
F5 63 cc

rdt de cromatografia = 87%.

El compost 2a,3a-dihidroxi-17(3-(2’R-fluoro-4’-metipentanoiloxi)-Sa-androstan-6-ona  (161)
s’obté amb un rdt del 27% des del compost 26.

Amb la finalitat d’avaluar I’activitat de 161 en el test d’inclinacié de la lamina d’arros, els 141 mg
de la fraccid 3 es recristal.litzen amb EtOH/H,O en fred, obtenint-se 113 mg de 161 (rdt recristal-litzacio:
80%), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf: 141 °C
IR (film evap. CHCI;): 3397, 2945, 2874, 1760, 1736, 1710, 1278, 758.

"H.RMN (300 MHz, CDCly): 5.03 (1H, ddd, J = 49.5, 8.7 i 3.6 Hz, H-C2"), 4.75 (1H, t, J = 8.4
Hz, aH-C17), 4.05 (1H, m, BH-C3), 3.80-3.75 (1H, m, BH-C2), 2.72 (1H, dd, ] = 3.3 i 12.3 Hz, oH-C5),
2.30 (1H, dd, ] = 4.2 i 12.3 Hz, BH-C7), [ 0.98 (3H, d, J = 6.3 Hz) + 0.97 3H, d, J = 6.3 Hz), 5’-CH;+6’-
CH; ], 0.81 3H, s, 18-CH;), 0.77 (3H, s, 19-CH).
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BBC.RMN (75.5 MHz, CDCI3): 211.1/s C6, 170.2/s (d, Je.r = 24.1 Hz) C1”, 87.8/d (d, Jer = 183.3 Hz) C2°,
83.1/d C17, [68.3/d + 68.2/d, C2 + C3], 53.6/d C9, 51.0/d C14, 50.7/d C5, 46.2/t C7, 43.3/s C13, 42.5/s
C10, 41.2/t (d, Je.r = 20.7 Hz) C3°, 40.2/t C1, 37.4/d C8, 36.4/t C12, 27.3/t C16, 26.3/t C4, 24.5/d (d, Je.r
=2.3 Hz) C4°,23.3/t C15,[23.1/q + 21.8/q, C5* + C6’], 20.8/t C11, 13.7/q C19, 12.2/q C18.

EM-AR: trobat 438.2777 [M] °, (calc. 438.2781, C,;H39FOs)
EM-IE: 438 (IM] ', 38), 423 ([M- CHs] 7, 46), 421 ([M-OH] , 100), 420 ([M-H,0] ", 49), 403 (41), 305
(95), 287 (93), 269 (45).

4. SINTESI DE BRs ANDROSTANICS AMB CADENES COMERCIALS ESCOLLIDES PER
METODES COMPUTACIONALS

4.1. Sintesi de 2a,3a-dihidroxi-17p-(2’R-ciclohexil-2’-hidroxiacetoxi)-5a-androstan-6-ona (211)
4.1.1. Sintesi de l’acid 2R-(tetrahidropiranil-2’ &-iloxi)-ciclohexanacetic (215)

Es dissolen 300 mg (1.90 mmol) de 1’acid 2R-ciclohexilhidroxiacétic (205) en 15 ml de CH,Cl, i
s’addicionen 50 mg (0.20 mmol) de PPTS i 600 mg (6.92 mmol) de 3,4-dihidro-2H-pira. Es deixa agitant
a ta. i en atmosfera inerta d’argé durant 12 h (CCF: AcOEt/Cy (1:1), revel-lant amb verd de
bromocresol). S’addicionen 25 ml de CH,Cl, i es renta amb una dissoluci6 aquosa saturada de NaCl. La
fase organica s’asseca sobre MgSQO, anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent mitjangant destil-lacid a
pressio reduida. S’obtenen 677 mg d’un cru de reaccié que es purifica mitjangant cromatografia flash
(Si0,, Cy/AcOEt (10:1)). Les fraccions obtingudes es mostren en la segiient taula:

Fraccions Quantitat (mg) Composicio

F1 444 217
F2 62 216
F3 7 215
F4 104 c.C.

rdt de columna = 91%.

= La fraccid 1 s’identifica com a 2R-(tetrahidropiranil-2’&-iloxi)-ciclohexanacetat de tetrahidropiranil
(217) amb un rdt del 72%, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

IR (film evap. CHCI;): 2929, 1751, 1124, 1036, 1022.
"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 6.09 (1H, m, -COOCH(THP)), 4.65 (1H, m, EH-C2-THP).

= La fraccid 2 s’identifica com a 2R-hidroxiciclohexanacetat de tetrahidropiranil (216) amb un rdt del
10%, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

IR (film evap. CHCI3): 3440, 2933, 2854, 1715.

"H-RMN (300 MHz, CDCI5): 6.10 (1H, m, -COOTHP), 4.08 (1H, m, H-C2).
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= La fraccié 3 s’identifica com a acid 2R-(tetrahidropiranil-2°&-iloxi)-ciclohexanacétic (215) amb un rdt
del 2%, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 9.78 (2H, s, COOH), 4.58 (1H, m, EH-C2-THP), 4.29 (1H, t, ]=6.9 Hz, £H-
C2-THP), 2.46-2.41 (2H, m, H-C2).

Per tal d’augmentar el rdt de reaccié del producte d’interés (215), s’han realitzat varies proves
modificant algunes de les condicions de reaccio:

e Experiéncia 1: relacié estequiometrica entre substrat (205) i DHP.

e Experiéncia 2: temperatura de 0 °C.

e Experiéncia 3: reduint la proporcié de catalitzador.

e Experiéncia 4: afegint piridina per tal de controlar el pH del cru de reaccio.

Es dissolen A mg (B mmol) de 1’acid 2R-ciclohexil-2-hidroxiacétic (205) en C ml de CH,Cl, i
s’addicionen D mg de PPTS, E ml (F mmol) de DHP i G gotes de piridina a H °C. Es deixa agitant en
atmosfera inerta d’arg6 durant 12 h.

Exp. A B C D E F

1

2 30 019 5 4 0.02 0.19
3 30 0.19 5 0.5 0.02 0.19
4

G
300 1.90 25 37 0.18 190 0 ta.
0

0

30 019 5 4 002 0.19 1

Tant per CCF, com mitjangant espectre de ressonancia magnética de proto, s’ha detectat en les tres
primeres experiéncies, la formacio de 1’éster de tetrahidropiranil en una relaci6 ester/producte d’interés en
cap cas inferior a 70:30. En I’experiéncia 4, s’ha obtingut un cru complex on es poden detectar traces del
producte d’interes.

4.1.2. Sintesi de [’acid 2R-acetoxi-2-ciclohexil-acetic (218)

Es dissolen 600 mg de 1’acid 2R-ciclohexil-2’-hidroxiacétic (205, 3.79 mmol) en 1.2 ml anhidrid
acctic i1 s’addicionen 175 mg 4-(pirrolidin-1-il)piridina dissolts en 1.2 ml Py (seca sobre CaH,). Es deixa
agitant a t.a., sota atmosfera d’argd i protegit de la llum durant 25 h. S’elimina la Py mitjancant
destil.lacid a pressié reduida. S’obtenen 708 mg d’un cru que es purifica mitjangant cromatografia flash
Cy/AcOEt (3:1), obtenint-se 634 mg de I’acid 2R-acetoxi-2-ciclohexilacetic (218, rdt = 83%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

IR (film evap. CHCl3): 3072, 2931, 2856, 1744, 1238

"H-RMN (300 MHz, CDCI;): 4.86 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-C2), 2.15 (3H, s, CH;CO), 1.91 (1H, m, H-C3),
1.79-1.17 (10H, m, -(CH)-s).

BCRMN (75.5 MHz, CDCl3): 175.3/s C1, 170.7/s CH;COO, 76.0/d C2, 39.3/d C3, [29.1/t + 27.5/t +
26.0/t + 25.9/t + 25.9/t , (CH,)-s], 20.6/q CH;COO.
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4.1.3. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17[(-(2 R-acetoxi-2 -ciclohexilacetoxi)-5 a-androstan-6-ona
(220) mitjangant l’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 634 mg (3.16 mmol) de I’acid 2R-acetoxi-2-ciclohexilacétic (218) en 25 ml de THF sec
i s’hi afegeixen 425 uL (3.16 mmol) de Et;N seca i 480 uL (3.16 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil
(180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el clorhidrat de
trietilamina, s’elimina el THF a pressio reduida i es dissol 1’oli resultant en 15 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 480 mg de DMAP i 900 mg (~1.56 mmol) de I’acetal 96 en 12 ml de CH,Cl,. En
condicions de t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la solucido d’anhidrid mixt en CH,Cl,
recentment preparada. El seguiment de la reaccid es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i aquesta es para a les 6
h. S’afegeixen 50 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 3 x 50 ml d’una solucié aquosa saturada
de NH,CI, 3 x 50 ml d’H,0, 3 x 50 ml d’una solucié aquosa saturada de NaHCO; i 50 ml d’una solucio
aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre. S’elimina el dissolvent a
pressio reduida i s’obtenen 1516 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al compost 220, les
dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.77 (1H, d, J = 5.1 Hz, H-C2"), 4.68 (1H, t, ] = 8.4 Hz, aH-C17), 4.31-4.27
(1H, m, BH-C3), 4.13-4.08 (1H, m, BH-C2), 0.79 (3H, s, 18-CH3), 0.68 (3H, s, 19-CHy).

4.1.4. Sintesi de 2a,3o-dihidroxi-17(-(2 R-ciclohexil-2’-hidroxiacetoxi)-5 c-androstan-6-ona (211)
emprant CF;COOH

Es dissolen A mg/mmol del cru de 220 en B ml d’acid trifluoroacétic (%) i es deixa agitar a t.a.
S’evapora el dissolvent a pressio reduida al cap de C h de reacci6. S’afegeixen 10 ml de tolue i s’eliminen
a pressio reduida. S’obtenen D mg d’un cru que conté una relacié 211:222:26 E, valorada per 'H-RMN)

Exp. A B C D E
mg/mmol ml CH; COOH (%) h mg 211:222:26
1 10/0.01 2 ml (50%) 48 12 1:1:0
2 10/0.01 8 ml (80%) 60 10 1:1:0
3 10/0.01 5 ml (100%) 20 12 cc

4.1.5. Sintesi de 2o,3o-dihidroxi-17[(-(2 R-ciclohexil-2’-hidroxiacetoxi)-5 c-androstan-6-ona (211)
emprant HCI|

Experiéncies prévies

Es dissolen A mg/mmol del cru de 220 en B uL CHCl;, C uL MeOH i D uL 'PrOH. S’addicionen
E uL HCI 37%. S’agita durant F h a t. a. i es para la reaccié addicionant NaHCO; (s) fins a pH > 7.
S’addicionen 10 ml d’H,0O i s’extreu amb 3 x 10 ml d’AcOEt. S’ajunten les fases organiques i s’evapora

el dissolvent a pressio reduida. S’obtenen G mg d’un cru que conté una relacié 211:222:26 H, mesurada
per 'H-RMN:
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Exp. A B C iD E F G H
mg/mmol pL CHCl; pLMeOH pL'PrOH pLHCI h mg 211:222:26
1 10/0.01 100 800 0 60 2 25 0:1:0
2 10/0.01 300 2400 0 60 2 15 0:1:0
3 10/0.01 100 800 0 60 48 10 4:1:0
4 10/0.01 0 0 1000 80 2 12 0:1:0
5 10/0.01 100 800 0 150 20 25 7:1:3
6 10/0.01 0 0 1000 250 20 12 2:2:1

Experiéncia a escala mitjana

Es dissolen 1287 mg de (~1.32 mmol) de 220 en 13 ml CHCl; i s’hi addicionen 7.5 ml HCI 37%
dissolts en 103 ml MeOH a 0 °C. Es deixa agitant a 0 °C durant 3 h i després es calenta lentament fins a
t.a. S’agita durant 44 h i es para la reacci6 addicionant dissoluci6é aquosa saturada de NaHCO;. S’elimina
el MeOH per destil.lacio a pressio reduida, s’addicionen 100 ml H,O i s’extreu la fase aquosa amb 3 x 50
ml AcOEt. S’ajunten fases organiques i s’assequen sobre MgSQO, anhidre. S’elimina el dissolvent i s’obté
un cru de 1028 mg que es valora mitjangant espectres de 'H-RMN com una barreja 211:222:26 6.8:1:3.3.
Després de purificacié per cromatografia flash Cy/AcOEt (1:5), s’aillen les segiients fraccions:

Fracci6 Quantitat (mg) Composicié

F1 633 cc
F2 167 211
F3 133 26 + imp
F4 11 cc

rdt de cromatografia = 92%.

El compost 2a,3a-dihidroxi-17p-(2’ R-ciclohexil-2’-hidroxiacetoxi)-5Sa-androstan-6-ona (211) s’ha
obtingut amb un rdt del 27% des del compost 26.

Per tal d’avaluar 1’activitat de 211 en el test d’inclinacié de la lamina d’arros, 167 mg d’aquest es
recristal.litzen amb EtOH/H,0 en fred, obtenint-se 140 mg de 211 (rdt recristal-litzacio: 84%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf:216°C
IR (film evap. CHCI;): 3427, 2921, 2853, 1725, 1710, 1211, 755
"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.71 (1H, t, J = 7.5 Hz, aH-C17), 4.05 (1H, m, BH-C3), 4.01 (1H, m, H-

C2%), 3.79-3.75 (1H, m, BH-C2), 2.73-2.67 (2H, m, aH-C5 + BH-C7), 0.81 (3H, s, 18-CH;), 0.77 (3H, s,
19-CH).
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BC.RMN (75.5 MHz, CDCL;): 211.1/s C6, 174.7/s C1°, 83.6/d C17, 74.7/d C2°, [68.3/d + 68.2/d, C2 +
C3], 53.6/d C9, 51.0/d C14, 50.8/d CS5, 46.2/t C7, 43.2/s C13, 42.6/s C10, 42.1/t C3’, 40.2/t C1, 37.4/d
C8, 36.4/t C12, [29.1/t + 26.5/t + 26.3/t + 26.1/t + 26.1/t, anell -(CH,)s-], 27.5/t C16, 26.3/t C4, 23.4/t
Cl15,20.8/t Cl11, 13.7/q C19, 12.3/q C18.

EM-AR: trobat 463.3059 [M+H] " (calc. 463.3060, C»;H4,0¢)
EM-1Q: 463 (IM+H] *, 35), 462 (IM] *, 9), 445 (IM-OH] *, 67), 306 (32), 305 (100), 287 (78), 269 (31),
95 (35).

4.2. Sintesi de 2a,3e-dihidroxi-17 #-(2’S-ciclohexil-2’-hidroxiacetoxi)-5a-androstan-6-ona (212)
4.2.1. Sintesi de I’acid 2S-acetoxi-2-ciclohexilacétic (219)

Es dissolen 500 mg de 1’acid 2S-ciclohexil-2-hidroxiacétic (206, 3.16 mmol) en 1.0 ml d’anhidrid
acétic i s’addicionen 146 mg 4-(pirrolidin-1-il)piridina dissolts en 1.0 ml Py seca. Es deixa agitant a t.a.,
sota atmosfera d’argé i protegit de la llum durant 24 h. S’elimina la Py mitjangant destil.lacio a pressio
reduida. S’obtenen 709 mg d’un cru que correspon majoritariament al compost d’interés acid 2S-acetoxi-
2-ciclohexilacétic (218), amb les mateixes dades espectroscopiques que el seu enentiomer 1’acid 2S5-
acetoxi-2-ciclohexilacétic (219), les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 4.86 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-C2), 2.15 (3H, s, CH;CO), 1.91 (1H, m, H-C3),
1.79-1.17 (10H, m, -(CH,)-5).

4.2.2. Sintesi de 2a,3a-isopropilidendioxi-17-(2°S-acetoxi-2 -ciclohexilacetoxi-)-5 a-androstan-6-ona
(221) mitjangant l’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 634 mg (3.16 mmol) de 1’acid 2S-acetoxi-2-ciclohexilacétic (219) en 25 ml de THF sec
i s’hi afegeixen 425 pL (3.16 mmol) de Et;N seca i 480 pL (3.16 mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil
(180). Es deixa agitar la mescla a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el clorhidrat de
trietilamina, s’elimina el THF a pressio reduida i es dissol 1’oli resultant en 15 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 377 mg de DMAP i 629 mg (~1.24 mmol) de 96 en 10 ml de CH,Cl,. En condicions de
t.a. i atmosfera inerta, s’afegeix a la mescla la solucié d’anhidrid mixt en CH,Cl, recentment preparada.
El seguiment de la reaccio es fa per CCF (AcOEt/Cy 1:1) i aquesta es para a les 24 h. S’afegeixen 50 ml
de CH,Cl, i es renta la fase organica amb 3 x 50 ml d’una soluci6é aquosa saturada de NH4CI, 3 x 50 ml
d’H,0, 3 x 50 ml d’una soluci6 aquosa saturada de NaHCO; i 50 ml d’una soluci6é aquosa saturada de
NaCl. S’asseca la fase organica sobre MgSO, anhidre. S’elimina el dissolvent a pressié reduida i
s’obtenen 1290 mg d’un cru taronja que correspon majoritariament al compost 221, les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

"H-RMN (300 MHz, CDCl;): 4.77 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-C2’), 4.78-4.67 (1H, m, aH-C17), 4.29-4.21 (1H,
m, BH-C3), 4.19-4.11 (1H, m, BH-C2), 0.79 (3H, s, 18-CH), 0.68 (3H, s, 19-CH).
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4.2.3. Sintesi de 2 o, 3 a-dihidroxi-17 (2 'S-ciclohexil-2 -hidroxiacetoxi)-5 a-androstan-6-ona (212)

Es dissolen 1290 mg del cru de 212 en 11 ml CHCI; i s’addicionen 6.4 ml HCI al 37% dissolts en
88 ml MeOH a 0 ° C. Es deixa agitant a 0 ® C durant 2 h i després es calenta fins t.a i s’agita durant 44 h a
t. a. 1 es para la reaccio addicionant NaHCO; (s) fins a pH > 7. S’addicionen 100 ml H,O i s’extreu la fase
aquosa amb 3 x 50 ml AcOEt. S’ajunten fases organiques i s’assequen sobre MgSQ, anhidre. S’elimina el
dissolvent mitjangant destil.lacié a pressio reduida, obtenint-se 875 mg d’un cru que es valora mitjancant
espectres de 'H-RMN com una barreja 212/223/26 13:1:6. Després d’una purificacié mitjangant
cromatografia flash Cy/AcOEt (1:2), s’aillen les segiients fraccions:

., Quantitat .
Fraccio Composicio
(mg)
F1 604 cc
F2 197 212
F3 45 26 +223
F4 10 cc

rdt de cromatografia = 98%.

El compost 2a,3a-dihidroxi-173-(2’S-ciclohexil-2’-hidroxiacetoxi)-5o-androstan-6-ona (212) s’ha
obtingut amb un rdt del 34% des de 26.

Per tal d’avaluar I’activitat de 212 en el test d’inclinacié de la lamina d’arrds, 193 mg d’aquest es
recristal.litzen amb EtOH/H,O en fred, obtenint-se 89 mg de 212 (rdt recristal-litzacio = 46%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

Pf:167°C
IR (film evap. CHCI;): 3435, 2931, 2853, 1722, 1710, 1262, 755

"H-RMN (300 MHz, CDCl3): 4.77 (1H, t, ] = 8.5 Hz, aH-C17), 4.06-4.02 (2H, m, H-C2’ + BH-C3), 3.80-
3.74 (1H, m, H-C2), 2.73-2.68 (2H, m, aH-C5 + BH-C7), 2.35-2.29 (1H, dd, J = 4.5 Hz, 12.9 Hz, Ha--
C7),0.81 (3H, s, 18-CH3), 0.77 (3H, s, 19-CH).

BC.RMN (75.5 MHz, CDCl;): 211.0/s C6, 174.7/s C1°, 83.4/d C17, 74.9/d C2°, [68.3/d + 68.2/d, C2 +
C3], 53.6/d C9, 51.0/d C14, 50.7/d CS5, 46.2/t C7, 43.3/s C13, 42.5/s C10, 42.2/t C3’, 40.2/t C1, 37.4/d
C8, 36.5/t C12, [29.2/t + 26.5/t + 26.4/t + 26.1/t + 26.1/t, anell -(CH,)s-], 27.3/t C16, 26.4/t C4, 23.3/t
C15,20.8/t C11, 13.7/q C19, 12.3/q C18.

EM-AR: trobat 463.3056 [M+H] * (calc. 463.3059, C»;H4,05)
EM-1Q: 463 (IM+H] *, 70), 462 ([M] *, 24), 446 (81), 445 ([M-OH] *, 94), 427 (55), 306 (94), 305 (100),
303 (34), 288 (70), 287 (59), 95 (62).
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4.3. Sintesi de 2a,3a-dihidroxi-17p-(3’-amino-3’-ciclohexilpropioniloxi)-5a-androstan-6-ona (213)
4.3.1. Intent de sintesi de [’acid 3-ciclohexil-3-(fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)propanoic (224)

Es dissolen 166 mg (0.64 mmol) de Fmoc-Cl en 5 ml de dioxa i s’afegeix a una dissoluci6é de 100
mg (0.58 mmol) de I’acid 3-amino-3-ciclohexilpropanoic en 5 ml de NaOH (1 M) a 0 °C. Es deixa agitar i
calentar fins a t.a. durant 4 h. S’aboca el cru de reacci6 sobre 10 ml d’H,0O i s’elimina el dioxa mitjangant
destil-lacio a pressio reduida. La fase aquosa es renta amb Et,0, s’acidifica amb HCI (6 N) a 0 °C fins a
pH =2 i es torna a extreure amb Et,O. S’ajunten les fases organiques i s’assequen sobre MgSQO, anhidre.
Es filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacio a pressié reduida. S’obtenen 73 mg d’un cru on
només s’identifiquen senyals del grup protector perd no de I’amina d’interés protegida.

4.3.2. Sintesi de I’acid 3-ciclohexil-3-(fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)propanoic (224)

Es dissolen 925 mg (3.57 mmol) de Fmoc-Cl en 30 ml de dioxa i s’afegeix a una dissolucié de 500
mg (2.92 mmol) de I’acid 3-amino-3-ciclohexilpropanoic i 725 mg de K,CO; en 30 ml d’H,O a 0 °C. Es
deixa agitar i calentar fins a t.a. durant 4 h. S’aboca el cru de reacci6 sobre 50 ml d’H,O i s’elimina el
dioxa mitjancant destil-lacio a pressio reduida. La fase aquosa s’extreu amb Et,0, s’acidifica amb HCI (6
N) a 0 °C fins a pH = 2 i es torna a extreure amb Et,0 i AcOEt. S’ajunten les fases organiques i
s’assequen sobre MgSO, anhidre. Es filtra i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacié a pressio
reduida. S’obtenen 1343 mg d’un cru que correspon majoritariament al compost d’interés, 1’acid 3R-
ciclohexil-3-N-(fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)propanoic (224, rdt = 96%), les dades espectroscopi-
ques més significatives del qual son:

IR (pastilla de KBr): 3316, 3063, 2921, 2852, 1702, 1544, 744

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d,): 7.77-7.28 (8H, m, aromatics), 5.12 (1H, d, ] = 9.6 Hz, NH), 4.41 (2H, d,
J = 6.6 Hz, NHCOO-CH,-), 4.19 (1H, t, J = 6.6 Hz, NHCOO-CH,-CH-), 3.80 (1H, m, H-C3), 2.58 (2H,
m, H-C2), 1.17-0.88 (10H, m, -(CH,)-s).

BC.RMN (75.5 MHz, DMSO-dy): 172.6/s C1, 155.4/s NHCO, [143.8/s + 143.6/s + 140.5/s + 140.5/s,
aromatics-C], [127.4/d, 126.9/d + 126.8/d + 125.1/d + 119.9/d + 119.9/d, aromatics-CH], 65.0/t OCH,,
52.4/d C3, 46.8/d OCH,-CH-, 41.7/d C4, 36.8/t C2, [29.1/t + 28.1/t + 26.0/t + 25.7/t + 25.7/t , -(CH,)-s].

4.3.3. Sintesi de 2a3a-isopropilidendioxi-17-(3 -ciclohexil-3 -(fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)
propioniloxi)-5 a-androstan-6-ona (225) mitjangant [’esterificacio de Yamaguchi

Es dissolen 1572 mg (3.43 mmol) de 1’acid 3-ciclohexil-3-(fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-
propanoic (224) en 38 ml de THF sec i s’hi afegeixen 461 pL (3.43 mmol) de Et;N seca i 518 uL (3.43
mmol) de clorur de 2,4,6-triclorobenzoil (180). S’agita a t.a. i sota atmosfera inerta durant 1 h. Es filtra el
clorhidrat de trietilamina, s’elimina el THF a pressié reduida i es dissol 1’oli resultant en 35 ml de CH,Cl,.

Es dissolen 300 mg de DMAP i 615 mg (~1.24 mmol) de 96 en 8 ml de CH,Cl,. A t.a. i atmosfera
inerta, s’afegeix la solucié d’anhidrid mixt en CH,Cl, recentment preparada. El seguiment de la reaccio es
fa per CCF (AcOEt/Cy 1:2) i s’agita tota la nit. S’afegeixen 100 ml de CH,Cl, i es renta la fase organica
amb 3 x 100 ml d’una soluci6 aquosa saturada de NH4Cl, 3 x 100 ml d’H,O, 3 x 100 ml d’una solucio
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aquosa saturada de NaHCO; i 100 ml d’una soluci6 aquosa saturada de NaCl. S’asseca la fase organica
sobre MgSO, anhidre. S’elimina el dissolvent a pressio reduida, obtenint-se 3075 mg d’un cru taronja que
correspon majoritariament al compost 225, les dades espectroscopiques més significatives del qual son:

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 7.78-7.27 (16H, m, aromatics), 5.22 (1H, d, J= 9.9 Hz, ENH ), 5.17 (1H, J =
9.6 Hz, ENH), 4.66-4.63 (2H, m, aH-C17), 4.49-4.36 (4H, m, NHCOO-CH,-), 4.29-4.21 (2H, m, BH-C3),
4.22-4.11 (4H, m, NHCOO-CH,-CH- + BH-C2), 3.81-3.75 (2H, m, H-C3), 2.54 (4H, m, H-C2"), [0.76
(3H, s) + 0.75 (3H, s), 18-CH3)],0.67 (6H, s, 19-CH).

4.3.4. Sintesi de 2a,3a-dihidroxi-17p-(‘3-ciclohexil-3 -(fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)- propionil-
oxi)-5 a-androstan-6-ona (226)

Es dissolen 3040 mg (~1.20 mmol) del cru de 225 en 40 ml d’acid trifluoroacétic 50% i es deixa
agitar a 0 °C. El seguiment de la reaccio6 es fa per CCF (AcOEt/Cy 2:1). S’observa que al cap d’1 h de
reaccio ha desaparegut el producte de partida. S’evapora el dissolvent a pressi6 reduida, s’afegeixen 20
ml de tolué per tal d’eliminar I’H,O per formacié de 1’azeotrop i s’eliminen els dissolvents mitjangant
destil-laciéo a pressido reduida. S’obtenen 2656 mg d’un cru que es purifica per cromatografia flash
(AcOEt/Cy 1:4, 1:1, 2:1, 3:1, 1:0) aillant-se les segiients fraccions:

Fraccié Quantitat Composicié
(mg)

F1 3 cc

F2 923 224 +imp
F3 380 224

F4 559 cc

F5 345 226

F6 111 cc

rdt de cromatografia = 95%.

El compost 2a,3a-dihidroxi-17p-(3’-ciclohexil-3’-(fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino) propionil-
oxi)-5a-androstan-6-ona (226) s’ha obtingut amb un rdt del 40% des del compost 26.

Per tal d’avaluar I’activitat de 226 en el test d’inclinacié de la lamina d’arrds, 345 mg d’aquest es
recristal.litzen amb etanol/H,O en fred, obtenint-se 280 mg de 226 (rdt recristal-litzacio: 81%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

IR (film evap. CHCl3): 3433, 3355, 2930, 2853, 1708, 1450, 1247, 758, 741

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 7.78-7.28 (16H, m, aromatics), 5.22 (1H, d, J=9.9 Hz, ENH ), 5.17 (1H, J =
9.6 Hz, ENH), 4.65 (2H, dd, J = 8.4 i 16.5 Hz, aH-C17), 4.46-4.31 (4H, m, NHCOO-CH,-), 4.20 (2H, t, J
= 6.8 Hz, NHCOO-CH,-CH-), 4.04 (2H, m, BH-C3), 3.81-3.73 (4H, m, BH-C2 + H-C3), 2.67 (2H, m,
aH-C5), 2.56-2.53 (4H, m, H-C2°), 0.77 (6H, s, 19-CH;), [0.75 (3H, s) + 0.73 (3H, s), 18-CH3)]
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BC.RMN (75.5 MHz, CDCI3): 211.2/s C6, 171.7/s C1°, 155.8/s NHCO, [143.8/s + 143.8/s + 141.2/s,
aromatics-CJ, [127.6/d + 127.6/d + 126.9/d + 125.1/d + 125.0/d + 124.9/d + 119.9/d, aromatics-CH],
[82.5/d + 82.4/d, C17], [68.3/d + 68.2/d, C2 + C3], 66.6/t OCH,, 53.6/d C9, [52.9/d + 53.0/d, C3°], 51.1/d
C14, 50.7/d C5, 47.4/d OCH,CH, 46.2/t C7, 43.1/s C13, 42.6/s C10, [41.6/t + 41.5/t, C4’], 40.2/t C1,
37.4/d C8, 37.1/t C12, [36.4/t + 36.5/t, C2], [29.8/t + 29.8/t + 29.1/t + 26.3/t + 26.1/t + 26.0/t, anell -
(CH,)s-], 27.3/t C16, 26.3/t C4, 23.4/t C15, 20.8/t C11, 13.7/q C19, 12.3/q C18.

EM-ESI-TOF: 698 (IM+H]", 41), 477 (29), 476 (100), 432 (29), 324 (46), 307 (42).
4.3.5. Sintesi de 2o, 3 a-dihidroxi-17 f-(3’-amino-3 -ciclohexilpropioniloxi)-5 a-androstan-6-ona (213)

230 mg de 226 (0.33 mmol) es tracten amb 23 ml DMF/piperidina (20%) i es deixa agitar durant 45
min. S’elimina el dissolvent mitjangant destil-laci6 a pressié reduida, s’afegeix H,O i s’extreu amb
AcOEt. La fase aquosa s’acidula amb CF;COOH (50%) i es torna a extreure amb AcOEt. S’ajunten les
fases organiques i s’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacié a pressié reduida. S’obtenen 1129 mg
d’un cru que es purifica mitjangant cromatografia flash (MeCOMe/AcOEt, 1:1). La fraccié que conté la
amina d’interés (475 mg) es tracta amb EtOH/H,O en fred durant 2 h. S’elimina ’EtOH mitjancant
destil-lacidé a pressiéo reduida i s’extreu amb AcOEt. La fase organica es renta successivament amb
dissolucions aquoses saturades de NaHCO; i NaCl. S’elimina el dissolvent mitjancant destil-lacio a
pressio reduida i s’obtenen 146 mg de 213 (rdt = 93%)

Per tal d’avaluar I’activitat de 213 en el test d’inclinacié de la lamina d’arros, 145 mg d’aquest es
recristal.litzen amb etanol/H,O en fred, obtenint-se 97 mg de 213 (rdt recristal-litzacid: 67%), les dades
espectroscopiques més significatives del qual son:

IR (film evap. CHCl3): 3382, 2928, 2852, 1727, 1710, 1015, 755

"H-RMN (300 MHz, CDCl3): 4.68 (1H, t, J = 8.3 Hz, aH-C17), 4.05 (1H, m, BH-C3), 3.78-3.73 (1H, m,
BH-C2), 3.00-2.95 (1H, m, H-C3"), 2.69 (1H, dd, J = 3.0 i 12.6 Hz, aH-C5), 2.53-2.46 (1H, m, BH-C7),
0.79 3H, s, 18-CH3), 0.77 (3H, s, 19-CH).

BC-RMN (75.5 MHz, CDCl3): 211.3/s C6, 173.0/s C1°, 82.2/d C17, [68.3/d + 68.2/d, C2 + C3], 53.7/d
€9, [53.2/d + 53.1/d, C3°], 51.1/d C14, 50.8/d C5, 46.2/t C7, [43.7/d + 43.6/d, C4°], 43.1/s C13, 42.6/s
C10, 40.3/t C1, [40.1/t + 40.0/t, C2°], 37.5/d C8, 36.6/t C12, [29.4/t + 28.4/t + 27.4/t + 26.5/t + 26.4/,
anell -(CH,)s-], 27.6/t C16, 26.4/t C4, 23.4/t C15, 20.8/t C11, 13.7/q C19, 12.3/q C18.

EM-AR: trobat 476.3382 [M+H] * (calc. 476.3376, Co5H.sNOs)
EM-1Q: 476 (IM+H]", 30), 475 (IM] 7, 2), 458 ((M-OH] *, 21), 179 (23), 154 (23), 115 (23), 112 (21), 87
(77), 85 (100), 79 (24).
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