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Resumo

O trabalho apresentado nesta dissertagao teve como objetivo principal a sintese de
novos esteroides hexaciclicos com possivel potencial atividade bioldgica. Devido a sua estru-
tura complexa, a sua sintese ainda ocupa uma posi¢ao central nas pesquisas em quimica or-
ganica.

Esta classe de compostos compreende um vasto grupo de compostos largamente dis-
tribuidos na natureza, podendo desempenhar fungoes vitais na fisiologia humana. O seu nu-
cleo tetraciclico com muitos centros quirais confere-lhes uma elevada complexidade estere-
oquimica.

Neste ambito, foi explorada a reatividade no anel D do nicleo do acetato de 16-
desidropregnenolona (16-DPA) com o objetivo de sintetizar moléculas que possam contri-
buir para os estudos de relagao entre as estruturas e o seu potencial interesse em atividade
antitumoral. Assim, para alcangar este objetivo, foi estudada a reagao de cicloadicao [8m +
2m] dos anices metil |,2-diazafulvénio com o 16-DPA.

A primeira parte deste trabalho teve inicio com a sintese de 2,2-dioxo-IH,3H-
pirazolo[,5-c]tiazois, percursores dos anides metil |,2-diazafulvénio através da eliminagao
térmica de dioxido de enxofre. Foram preparados os acidos |,3-tiazolidina-4-carboxilicos
substituidos na posi¢ao 2 com o grupo metilo, benzilo e p-nitrofenilo. Foi igualmente prepa-
rado o acido |,3-tiazolidina-4-carboxilico nao substituido em C-2. Para a nitrosacao das N-
aciltiazolidinas foram utilizadas duas metodologias diferentes gerando-se os acidos N-nitroso-
I,3-tiazolidina-4-carboxilicos. Seguidamente procedeu-se a sintese das espécies mesoionicas,
4H,6H-tiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazol-7-io-3-olatos, gerados por desidratagao com anidrido
trifluoroacético. Os |H,3Hpirazolo[I,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilatos de dimetilo foram prepa-
rados via reacdo cicloadicio |,3-dipolar intermolecular de 4H,6H-tiazolo[3,4-
c][1,2,3]oxadiazol-7-io-3-olatos como dipolos na reagao com acetilenodicarboxilato de dime-
tilo. A oxidagao dos |H,3Hpirazolo[|,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilatos de dimetilo com acido m-
cloroperoxibenzdico conduziu a obtengao das correspondentes sulfonas.

Os anices metil |,2-diazafulvénio foram gerados por eliminagao térmica de didxido
de enxofre de 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazéis em condi¢bes de irradiacao de micro-
ondas ou em condig¢oes de refluxo em 1,2,4-triclorobenzeno na presenga de 16-DPA. Deste
estudo resultou a obtencao de novos esteroides hexaciclicos com bons rendimentos.

A eliminagao de dioxido de enxofre de 2,2-dioxo-|H,3H-pirrolo[|,2-c]tiazbis substi-
tuidos na posi¢ao 3 com o grupo metilo ou benzilo conduziu a formagao competitiva de N-
vinil-1H-pirazois via geragao do correspondente aniao metil |,2-diazafulvénio seguida de mi-



gragao sigmatropica [I,8]H. No entanto, alguns 2,2-dioxo-|H,3H-pirrolo[|,2-c]tiaz6is nao
substituidos em C-3 podem conduzir a obtengao de |-clorometil-5-metil- | H-pirazois.

Alguns dos novos esteroides hexaciclicos foram analisados através de espectros de
infravermelhos (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensional, 'H e C e, ainda,
RMN bidimensional, COESY, NOESY e HMBC para confirmar-se a estrutura.

Foi igualmente efetuada a hidrolise dos derivados de esteroides transformando os
grupos ésteres em acidos, com o objetivo de modelar a sua hidrofobilicidade. Atualmente
estao em curso estudos para a avaliagao da atividade antitumoral destes novos esteroides

hexaciclicos em linhas celulares.



Abstract

The work presented in this dissertation had the main objective of synthesising new
hexacyclic steroids with possible potential biological activity. Due to this complex structure,
their synthesis still occupy a central position in research in organic chemistry.

This class of compounds includes a broad group of compounds widely distributed in
nature, which may play critical roles in human physiology. Their tetracyclic nucleus, with
many chiral centers, gives them a high stereochemical complexity.

In this context, the reactivity was explored in the D ring of the core of |6-
dehydropregnenolone acetate (16-DPA) in order to synthesize molecules that could con-
tribute to studies of the relationship between structures and their potential interest in anti-
tumor activity. Thus, to accomplish this, the [81 + 21T] cycloaddition reaction of methyl [,2-
diazafulvenium anions with 16-DPA was studied.

The first part of this study started with the synthesis of 2,2-dioxo-IH,3H-
pyrazolo[1,5-c]thiazoles, precursors of methyl |,2-diazafulvenium anions, by thermal elimina-
tion of sulfur dioxide. |,3-Thiazolidine-4-carboxylic acids substituted in position 2 with me-
thyl, benzyl and p-nitrophenyl were prepared. |,3-Thiazolidine-4-carboxylic acid, without a
substituent in C-2, was also prepared. For the nitrosation of N-acylthiazolidines, two differ-
ent methodologies were used, generating the N-nitrous-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acids.
Subsequently, we synthesized the mesoionic species, 4H,6H-thiazolo[3,4-c][,2,3]oxadiazole-
7-ium-3-olates, generated by dehydration with trifluoroacetic anhydride. The |H, 3Hpirazolo
[1,5-c]thiazole-6,7-dimethyl dicarboxylates were prepared through intermolecular 1,3-
dipolar cycloaddition reaction using 4H,6H-thiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazole-3-7-ium-olates as
dipoles, in the reaction with dimethyl acetylenedicarboxylate. The oxidation of
I H,3Hpirazolo[ |,5-c]thiazole-6,7-dimethyl dicarboxylates with m-chloroperoxybenzoic acid
led to the corresponding sulfones.

The methyl 1,2- diazafulvenium anions were generated by thermal elimination of sul-
fur dioxide from 2,2-dioxolH,3H-pyrazolo[|,5-c]thiazoles under conditions of microwave
irradiation or reflux in 1,2,4-trichlorobenzene in the presence of 16-DPA. This study result-
ed in new hexacyclic steroid compounds with good yields.

The elimination of sulfur dioxide from 2,2-dioxo-1H,3H-pyrrolo[|,2-c]-substituted
thiazoles, substituted in the 3-position by methyl or benzyl groups, led to the competitive
formation of N-vinyl-1H-pyrazole by generating the anion of the corresponding methyl 1,2-

| diazafulvenium followed by sigmatropic migration [|,8]H. However, some 2,2-dioxo-1H,3H-



pyrrolo[1,2-c]thiazoles, unsubstituted at C-3, can lead to |-chloromethyl-5-methyl-1H-
pyrazole.

Some of the new hexacyclic steroid compounds were analyzed using infrared spectra
(IR), unidimensional nuclear magnetic resonance (NMR), 'H and "C, and also two-
dimensional NMR, COESY, HMBC and NOESY experiments to confirm the structure.

The hydrolysis of steroid derivatives was also carried out, transforming the ester into
acid groups, with the objective of modeling their hydrophobicity. Currently studies are un-
derway to evaluate the antitumor activity of these novel hexacyclic steroid compounds on

cell lines.
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p.f. ponto de fusao

ppm partes por milhao

q quarteto

RMN espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

RMN "C espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono 13
RMN 'H espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protao

s singuleto

1,2,4 TCB 1,2,4 triclorobenzeno

t tripleto

ta. temperatura ambiente

TFAA anidrido trifluoroacético

TLC cromatografia em camada fina

IUPAC Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada

0 desvio quimico em ppm



Indice de Esquemas

Capitulo |

Esquema I.

Esquema I.

Esquema I.
Esquema I.

Esquema I.

Esquema I.

6
Esquema 1.7
.8
9

Esquema |

Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.

Esquema I.

|
2

3
4
5

10
1
12
13
14
15

Esquemal.lé

Esquemal.l7

Esquemal.l8

Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.
Esquema I.

Esquema I.

Capitulo 2

Esquema 2.
Esquema 2.

Esquema 2.

19
20
21
22
23
24
25

|
2
3

Degradagao de Marker da diosgenina 8

Metodologia para eliminar os residuos inorganicos produzidos pela degradagao de Mar-

ker 9
Sintese de analogos pentaciclicos da progesterona 10
Reacio de Diels-Alder do 16-DPA com o |,2-dimetilenociclobutano 1.25 10

Reacdo de Diels-Alder entre o derivado do 16-DPA 1.30b e o acetilenodicarboxilato

de dimetilo Il
Reacio de adi¢io de Michael 12
Reacao de adicao de aza-Michael 13
Reacdo de aminacgao 14
Reacao de cicloadi¢ao |,3-dipolar de nitronas com alcenos 14
Reacao de cicloadi¢ao |,3-dipolar 15
Derivados com capacidade inibitoria da enzima 5a-redutase 16
Reacdo de condensagio de Claisen-Schmidt em condigdes de micro-ondas 17
Reagio de epoxidacio 17
Anioes metil |-azafulvénio e |,2-diazafulvénio 18

Sintese de anides metil azafulvénio envolvendo a eliminagao quelotrépica de didxido de

enxofre de sulfonas heterociclicas 19
Obtengdo do N-vinilpirrolel.71a e do C-vinilpirrole 1.72b 19
Reacdo de termolise de 2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[ |,2-c]tiazole 1.72 20

Formagao do C-vinilpirazole 1.77a via migragao sigmatroépica [1,8]H do aniao metil 1,2-

diazafulvénio 20
Reagio de cicloadigao |,7-dipolar 21
Reacdo de um anido metil 1,2-diazafulvénio 21
Formagao do N-vinilpirazolel.85 e do |-clorometil-5-metil- 1 H-pirazole (1.86) 22
Reacao de eliminagao de didéxido de enxofre SO, da sulfona 1.80 23
Reacdo do anido metil |,2-diazafulvénio 1.91 com o azocarboxilato de dietil 24
Reacio de cicloadigao [81T + 211] 24
Estudado da reatividade de anides metil 5- trifluorometilazafulvénio 1.97 25
Obtencio de cinco novos derivados esteroide hexaciclicos 33
Reagao de hidrélise 34
Sintese dos 2,2-dioxo- | H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazois 34

Vii



Esquema 2.4
Esquema 2.5
Esquema 2.6
Esquema 2.7
Esquema 2.8
Esquema 2.9

Esquema 2.10
Esquema 2.11
Esquema 2.12
Esquema 2.13

Esquema 2.14

Capitulo 3

Esquema 3.1

Estratégia de sintese do cicloaducto 2.14 36

Estratégia de sintese do cicloaducto 2.19 37
Sintese de sulfonas 2.1a-e 37
Formagao do N-vinilpirazole 2.21 43
Formacao do N-vinilpirazole 2.22 55

Formagao do composto 2.3d e do |-clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-
dicarboxilato de etilo (2.23) 57
I -clorometil-5-metil- | H-pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo (2.24) 59

Formacao do |-clorometil-4-fenil-5-metil- | H-pirazole-3-dicarboxilato de etilo (2.25)60

Mecanismo explicativo para a ndo formagio do composto 2.3e 60
Reacao de hidrolise do 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[ |,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato dime-
tilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona (2.3a) 62
Reacao de hidrolise do (S)-7-benzil-4,5,6,7-tetratahidropirazolo[|,5-a]piridina-2,3-

dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona (2.3c) 63

Estudo da reatividade do 16-DPA com anides metil |,2-diazafulvénio, via reacao de

cicloadigao [8m+2m] 69

viii



indice de Figuras

Capitulo |

Figura I.1
Figura 1.2
Figura 1.3
Figura 1.4
Figura |.5
Figura 1.6
Figura 1.7

Capitulo 2

Figura 2.1
Figura 2.2

Figura 2.3

Figura 2.4
Figura 2.5

Figura 2.6

Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10
Figura 2.11
Figura 2.12
Figura 2.13
Figura 2.14
Figura 2.15
Figura 2.16
Figura 2.17
Figura 2.18
Figura 2.19

Estrutura basica do nucleo esteroide e respetiva numeragao

Mecanismo de formagao do esqualeno e ciclizagao do 2,3-epoxi-esqualeno
Estrutura quimica do colesterol 1.1 e do fitoesterol 1.2

Biossintese de hormonas esteroides a partir do colesterol

Mecanismo de agao dos inibidores da aromatase

Extrato de Solanum lyratum e 16-desidropregnenolona (l16-DHP)

N O o1 o1 A WBN

Estrutura da Solasodina 1.1 1 e do seu andlogo oxigenado Diosgenina 1.12

Espectro de RMN 'H do composto 2.3a 41
Expansao do espectro de COSY de 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina fundido com o
acetato de | 6-desidropregnenolona (2.3a) 4|
Expansiao do espectro de NOESY de 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina fundido com
o acetato de |6-desidropregnenolona (2.3a) 42
Espectro de RMN 'H do composto 2.21 45
Espectro de RMN 'H do (R)-7-metil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina dicarboxilato
de dimetilo fundido com o acetato de |6-desidropregnenolona (2.3b) 46
Expansiao do espectro COSY do (R)-7-metil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[l,5-a]piridina dicar-
boxilato de dimetilo fundido com o acetato de | 6-desidropregnenolona (2.3b) 47
Expansao do espectro de NOESY do (R)-7-metil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina

dicarboxilato de dimetilo fundido com o acetato de |6-desidropregnenolona (2.3b) 48

Espectro de RMN 'H dos compostos 2.3b e 2.20 49
Expansio do espectro de RMN 'H dos compostos 2.3b e 2.20 50
Espectro de RMN 'H do composto 2.3¢ 53
Expansio do espectro de HMQC do composto 2.3c 54
Expansio do espectro de COSY do composto 2.3c 54
Expansio do espectro de NOESY do composto 2.3c 55
Espectro de RMN IH do composto 2.22 56
Espectro de RMN 'H do composto 2.3d 58
Espectro de RMN '"H do composto 2.23 59
Espectro de RMN 'H do composto 2.25 61
Espectro de RMN 'H do composto 2.26 62
a) Espectro de RMN "*C do composto 2.26; 63

b) Espectro de RMN '*C do composto 2.3a



Figura 2.20 Espectro de RMN 'H dos compostos 2.27
Figura 2.21 a) Espectro de RMN "*C dos compostos 2.27;
b) Espectro de RMN '*C dos compostos 2.3¢

64
65



indice de Tabelas

Capitulo 2

Tabela 2.1 Reacio do anido metil |,2-diazafulvénio 2.2a com o |16-DPA

38

Tabela 2.2 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H do 4,5,6,7-

tetrahidropirazolo[ |,5-a]piridina fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona (2.3a) 40

Tabela 2.3 Reacio da sulfona 2.1b com o |6-DPA

Tabela 2.4 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto 2.21
Tabela 2.5 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto 2.3b
Tabela 2.6 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto 2.20
Tabela 2.7 Reacio da sulfona 2.1c com o 16-DPA

Tabela 2.8 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H do composto 2.3¢
Tabela 2.9 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN IH para o composto 2.21
Tabela 2.10 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H do composto 2.3d
Tabela 2.11 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto 2.23

Tabela 2.12 Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto 2.25

43
45
46
49
51
52
56
57
60
62

Xi



Nomenclatura

A nomenclatura utilizada nesta dissertagao segue as regras gerais da nomenclatura
IUPAC.' Foi utilizado o sistema Hantzsch-Widman para a nomenclatura de anéis fundidos.”

A nomenclatura dos anides metil diazafulvénio foi adaptada do inglés diazafulvenium
methide, considerando o catiao diazafulvénio como um substituinte do aniao metilo.

Na nomenclatura dos Esteroides seguiram-se as regras gerais da nomenclatura IUPAC

de acordo com a numeragao apresentada na Figura I°.

Figura |

' FERNANDES, A. C., HEROLD B., MAIA H., RAUTER A. P., RODRIGUES ). A. R. - Guia IUPAC para a
Nomenclatura de Compostos Organicos (Traducdo Portuguesa nas Variantes Europeia e Brasileira), Lidel:
Lisboa, 2002.

2McNAUGHT A. D., SMITH P. A. S. - Nomenclature of Heterocyclic Compounds. Em Comprehensive
Heterocyclic Chemistry; Ed. Otto Meth-Cohn; Pergamon Press: Oxford, 1984; Vol.l, p 7-45.

3 CAMPOS, S. Luis; MOURATO, Miguel - Nomenclatura dos Compostos Organicos. 2° Ed. Lisboa: Esco-
lar Editora, 2002. ISBN 972-592-149-6.
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I.I Biossintese de Esteroides

Os esteroides sao produtos naturais tetraciclicos com atividade biologica. A sua ob-
tencdo resulta da tetraciclizagio de um terpeno®, sendo o seu nicleo tetraciclico, também
quimicamente designado por ciclo-pentano-per-idro-fenantreno, a principal carateristica es-
trutural comum a todas as moléculas pertencentes a esta classe de compostos. Estes, por
sua vez pertencem a um grupo de compostos lipossoluveis, derivados do colesterol, cuja
estrutura base é composta por dezassete atomos de carbono dispostos em quatro anéis

ligados entre si (designados A, B, C e D) (Figura 1.1)."

Figura I.1- Estrutura basica do nucleo esteroide e respetiva numeragao.

A sintese dos esteroides obtém-se a partir do pirofosfato de isopentenilo (isopreno
ativo) e a sua sintese ocorre pela mesma sequéncia de reagoes presentes na biossintese dos
terpenos. Assim, dependendo da quantidade de unidades isoprénicas, os terpenos podem ser
classificados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (CI5), diterpe-
nos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos ou carotenoides (C40) e
politerpenos (Cs,).’

O mecanismo geral para a biossintese dos esteroides pode ser estudado a partir da
adicdo de uma molécula de pirofosfato de isopentenilo (IPP) ao difosfato de geranilo (GPP)
produzindo o pirofosfato de farnesilo (FPP).

A condensacao de duas unidades de pirofosfato de farnesilo (FPP), segundo um me-
canismo ‘“cabega-cabec¢a” forma o esqualeno (C-30, esqueleto triterpénico) que sofre uma
epoxidacao catalisada por agentes oxidativos originando a formagao seletiva de um epoxido
na posicao 2 e 3, o 2,3-epoxi-esqualeno. A ciclizagao é iniciada com a abertura do epoxido
formando-se um catiao terciario, que sofre adigao na dupla ligagao C6-C7 formando um anel
de seis membros. Dependendo da abertura do epoxido a sua estrutura pode adotar diferen-
tes conformacodes, tais como, conformagdes em cadeira ou em barco (Figura 1.2).2

No caso da estrutura dos esteroides, o sistema ciclico consiste em quatro anéis, na
sua maioria, representado pelo sistema do lanosterol ou do cicloartenol, com a auséncia dos

grupos metilo na posicio C-4 e em C-14.”

“Derivado da condensagio repetida de unidades de isopreno.
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Figura 1.2 - Mecanismo de formagao do esqualeno e ciclizagao do 2,3-epoxi-esqualeno.
1.2  Esteroides e presenca na natureza

A primeira elucidagao da estrutura do esteroide, tal como hoje a conhecemos, surge
por Wieland e Windaus em 1928, apos varias décadas de estudo. Este trabalho permitiu-lhes
a atribuicao do prémio Nobel da Quimica.

Esta classe de compostos € provavelmente um dos grupos de produtos naturais mais
investigados nas ultimas décadas, podendo ser encontrados na natureza ou preparados em
laboratério (lipidos sintéticos).” Na natureza estio espalhados tanto em animais e fungos,
como em vegetais, sendo que, no reino animal, os mais abundantes sao os derivados do co-
lesterol 1.1 que se encontram nas membranas, partes da célula e no espago extracelular,
enquanto no reino vegetal ¢é o fitoesterol 1.2 (Figural.3).

Num estudo realizado em 2012, ja tinham sido identificados milhares de esteroides

em sistemas vivos e mais de 250 encontrados em plantas (fitoesteroides, diosgenina, brassi-



nosteroides), insetos (ecdisteroides) e de eucariontes inferiores: leveduras e fungos (ergos-

terol, ergosteroides), entre outros.’

Figura 1.3 - Estrutura quimica do colesterol 1.l e do fitoesterol 1.2.

Relativamente a sua estereoquimica, os anéis ciclo-hexano, da estrutura do esteroide,
podem sofrer uma inversao na conformagao, apresentando pelo menos um sistema de anéis
fundidos, anel A e B, na conformagao cis (H-5 na posicao B) ou trans (H-5 na posicao Q). Ja a
fusao dos anéis B/C e C/D é trans.

A existéncia de carbonos quirais faz também com que exista estereoisomeria nas po-
sicoes 5, 8, 9, 10, 13 e 14, obtendo-se assim, diferentes moléculas (Figura I.1).

Nestes casos, adota-se a nomenclatura de a (alfa) quando o grupo metilo ou um
atomo ligado ao anel se encontra abaixo do plano e B (beta) quando se situa acima do plano,
uma vez que ja se encontra estabelecido as posi¢oes dos grupos metilo angulares (C-18 e C-
19) como sendo B-axiais pois encontram-se acima do plano e sio perpendiculares a este
(Figura I.1).

Como se sabe, o colesterol 1.1 é o principal precursor das cinco classes de hormonas
de esteroides que existe, podendo assim, ser classificadas em progestagénios, androgénios,
estrogénios, mineralocorticoides e glucocorticoides (Figura |.4).

Esta divisao baseia-se na atividade fisioldgica de cada grupo de esteroides, e esta por
sua vez, depende da estrutura do derivado, ou seja, do tipo, do nimero, da posicao, dos
grupos funcionais ligados a ele e do estado de oxidagio dos anéis.” Devido a sua enorme
importancia fisioldgica, o colesterol 1.1 tem sido extensivamente investigado.

No organismo humano, os esteroides, desempenham fungoes muito variadas nomea-
damente como reguladores fisioldgicos,"® hormonas,' provitaminas'. Como exemplo, pode-
mos destacar, as hormonas sexuais (Ex: testosterona e progesterona),"® as hormonas adre-
nocorticais (Ex: cortisona e aldosterona),"” os glicésidos cardioténicos (andlogos derivados
da 14B,15B-epoxididitoxigenina),’ os acidos biliares,”'° os neurosterdides (alfaxalona, ganaxo-

lona, 17PA)," a provitamina A e Vitamina D.



Nas ultimas décadas demonstrou-se, que estes produtos naturais apresentam uma

grande variedade de analogos biologicamente ativos'>'>, com potencial interesse terapéutico

de diversas patologias, nomeadamente como anti-histaminicos, antitoxicos,'®  anti-

inflamatério,'” diurético,'® anabdlico,'®" contracetivos orais' e agentes no tratamento de

doencas cardiovasculares'.
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Figura 1.4 - Biossintese de hormonas esteroides a partir do colesterol.

Além disso, muitos esteroides sintéticos sao também utilizados no tratamento de

tumores hormono-dependentes™?',como por exemplo, os inibidores da aromatase usados

no tratamento endécrino do cancro da mama®*?* % e os inibidores da 17,20-liase e da 5a-

redutase usados no tratamento do cancro da prostata'>*?’ (Figura 1.5).
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Testosterona Di-hidrotestosterona

Cyp 19H Aromatase {1 Inibidores da aromatase I:> Aromatase H CYP 19

Estrona Receptores de estrogénios Estradiol

Figura 1.5 - Mecanismo de agao dos inibidores da aromatase.



Desde a descoberta da estrutura dos esteroides, centenas de plantas tém sido estu-
dadas com o intuito de obter moléculas que funcionem como plataforma para a preparagao
de novos derivados, provenientes de reagoes de semissintese.”? Entre essas descobertas,
encontram-se as espécies do género Dioscorea (Dioscoreaceae e inhame) e do género Sola-
num.

Neste contexto, o tema deste trabalho foi iniciado com o estudo do esteroide |6-
DPA (16-dehydropregnenolone acetate), que pertence a série dos pregnanos (C21), cuja
classe apesenta um elevado interesse para o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez
que tem vindo a demonstrar varias atividades farmacolégicas. Um exemplo, é o extrato de
Solanum lyratum, em que revelou a presenca de |6-desidropregnenolona (16-DHP) e de ou-
tros compostos analogos, nomeadamente funcionalizados na posi¢ao 3 (Figura |.6). Neste
estudo, observou-se que a 16-DHP demonstrou uma moderada poténcia citotoxica contra
vérias linhas de células tumorais A375-S2 (melanoma maligno humano), Hela® (carcinoma
uterino humano), SGC-7091 (cancro gastrico humano) e Bel-7402 (carcinoma hepatocelular

humano).*

Solanum lyratum 16-DHP

Figura 1.6 - Extrato de Solanum lyratum e |6-desidropregnenolona (16-DHP).

1.3  Sintese e reatividade do acetato de |6-desidropregnenolona (16-DPA)

A sintese do acetado de |6-desidropregnenolona 1.15 (16-DPA) pode ser efetuada a
partir de dois compostos naturais, a solasodina e o seu analogo oxigenado diosgenina.
A solasodina I.11 pode ser encontrada em muitas plantas do género Solanum planta

da familia Solanaceae, podendo ser extraida da Solanum laciniatum, e a diosgenina 1.12 pode



ser extraida da raiz do inhame mexicano selvagem, Dioscorea macrostachya, planta da familia

das Dioscoreaceae (Figura 1.7).

Solanum laciniatum Solasodina

Dioscorea mexicana Diosgenina

Figura 1.7 - Estrutura da Solasodina I.11 e do seu anilogo oxigenado Diosgenina I.12.

Apesar dos varios problemas que a sintese de esteroides apresenta, tais como, custos
elevados, sinteses de varias etapas, rendimentos relativamente baixos, desperdicio de recur-
sos terrestres e esgotamento dos recursos vegetais selvagens, a diosgenina e solasodina
permanecem como principais matérias-primas na producao industrial de farmacos de este-
roides em muitos paises.'

Assim, a maioria dos esteroides que hoje se conhecem é obtida por sintese total,
sendo que, muitas dessas moléculas também se podem preparar por semissintese a partir de
matérias-primas que contenham o nucleo esteroide previamente formado.

Através do trabalho desenvolvido pelo pioneiro Russel E. Marker e colaboradores foi
possivel saber as vias sintéticas parciais dos esteroides. A via sintética desenvolvida por Mar-

ker gera o acetato de |6-desidropregnenolona por degradagao controlada da cadeia lateral



da diosgenina.’' A sintese do |6-DPA ocorre, assim, por uma via de trés passos. Esta inicia-
se com a abertura do anel espiroqueta através da acetolise com anidrido acético, seguindo-
se a oxidacao do diacetato de pseudodiosgenina (1.13) obtido e a hidrélise do produto oxi-
dado, diosona (1.14), em acido acético. O passo intermedio envolve a oxidagao do diacetato
de pseudodiosgenina que habitualmente se realiza com CrO; como oxidante. Este procedi-
mento designou-se por degradagao de Marker e marcou o inicio da intensa investigagao em
quimica de esteroides que se verificou nos anos seguintes uma vez que o acetato de |6-
desidropregnenolona (1.15) pode, por sua vez, ser modificado quimicamente, originando

uma elevada variedade de esteroides, nomeadamente a progesterona (Esquema I.1).*'>"

Diosgenina

Me

Me
(0]

P
1.15  61-63%

Acetato de 16-desidropregnenolona

Esquema |.l - Degradacao de Marker da diosgenina.

Como o impacto ambiental da industria quimica-farmacéutica ja é largamente conhe-
cido ao nivel mundial, existe cada vez mais uma necessidade de utilizar processos industriais
mais aceitaveis em termos ambientais. Assim, seguindo o conceito de quimica verde, Zhang e
colaboradores, em 2005, propuseram uma metodologia para eliminar os residuos inorgani-
cos produzidos pela degradagio de Marker na obtencao de |16-DPA. Foi, assim, proposta
por estes autores a utilizagdo de oxigénio molecular gerado in situ por foto-oxigenagao, o
que permitiu a eliminacao dos oxidantes utilizados (trioxido de créomio (CrO;) e permanga-
nato de potassio (KMnO,)) (Esquema [.2), gerando-se o composto I.15 com bons rendi-
mentos.”

Verificou-se um aumento significativo da investigacao, na area das modificagoes estru-

turais e respetivos estudos SAR (relagao estrutura-atividade), uma vez que pequenas mudan-
8



¢as na estrutura do esteroide podem levar a alteragdes nas suas fungoes, originando assim

atividades biologicas diferentes da molécula de origem.

HO

Me

1.12

Diosgenina

Me
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Me

AcO
1.16

Diacetato pseudodiosgenina

Me

b)

d)

Me
a) Ac,O
b) hv
¢) Py, Ac,O
d) CH;COOH AcO'

Me

115 62-75%

16-DPA
Esquema 1.2 - Metodologia para eliminar os residuos inorganicos produzidos pela degradagao de

Marker.

Além disso, como estas moléculas tém varios pontos suscetiveis de ataque oxidativo e de
outros tipos de reagoes, o estudo das transformagoes regio- e quimiosseletivas tém vindo a
ter grande relevancia, suscitando o interesse da comunidade cientifica. Assim, diversos gru-
pos de investigagao tém tirado partido da reatividade do anel D do nucleo esteroide na sin-
tese de novos compostos.

A andlise das literaturas permitiu-nos perceber que além dos varios beneficios que
estas estruturas trouxeram a humanidade, existe ainda algum receio das consequéncias deste
avanco, devido principalmente a geragao de residuos produzidos pela industria quimica e
farmacéutica.”

Neste ambito, a quimica organica tentou desenvolver novas estratégias sintéticas para
a preparagao dos esteroides.

Em 1972, Akhrem e colaboradores descreveram a sintese de analogos pentaciclicos
da progesterona através da reacio de Diels-Alder entre o acetato de |6-
desidropregnenolone e dienos acrilicos (Esquema 1.3). A condensagao do acetato de |6-
desidropregnenolona 1.15 com 2,3-dimetil-butadieno 1.20 na presenga de acidos de Lewis,
como o AICI;, sob condigoes térmicas gera o ciclo-aducto 1.21, com um rendimento de
83%. A reagao foi ainda expandida a outros dienos como o |,3-pentadieno e isopreno.

A hidrogenacgao catalitica de 1.21a com Pd/CaCO; de 5% reduz seletivamente a du-

pla ligagio do anel E sem afetar a dupla ligagio do anel A, para dar o ciclo-aducto 1.22.*



Os compostos |.21a-d na presenca de hidroxido de potassio sofrem uma hidrélise
do grupo acetilo formando os compostos 1.23a-d com um rendimento de 74%. Por sua vez,

estes, sofrem oxidagao formando os compostos 1.24a-d com rendimentos 45-62%, respeti-

vamente.
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Esquema 1.3 - Sintese de analogos pentaciclicos da progesterona.

Continuando com o estudo das reagoes de Diels-Alder, Kamernitskii el al, em 1986,
publicaram um estudo em que utilizaram o esteroide |6-DPA como diendfilo e o 1,2-
dimetilenociclobuteno como dieno.

Nesta reagao, o acetato de |6-desidropregnenolona 1.15 sofre uma Diels-Alder com
o |,2-dimetilenociclobutano 1.25 na presenca de um acido de Lewis para formar o aducto

1.26 (Esquema |.4).®

0 Me Me 2
Me Me
Me Me
_ s H
AICl;,CH,Cl,
AcO AcO
1.15 1.26 75%

Esquema 1.4 - Reacdo de Diels-Alder do 16-DPA com o |,2-dimetilenociclobutano 1.25.

Dentro do mesmo contexto Boruah e seus colaboradores, também publicaram os

seus estudos da reagao de Diels-Alder entre o derivado do acetato de |6-desidropregnolona
10



1.30b e o acetilenodicarboxilato de dimetilo (DMAD), sendo que, neste caso, o esteroide é
o dieno e o DMAD ¢ o diendfilo (Esquema 1.5). Verificou-se que a reagao nao foi completa,
isto deve-se ao facto do intermediario aducto 1.28a ser termicamente estavel e nao conse-
gue participar em reacdes de cicloadi¢io [41T + 2] com o DMAD em refluxo.** No entanto,
os autores tentaram outras metodologias, substituindo o método de aquecimento convenci-
onal pela irradiagao de micro-ondas o que facilitou a conversao do ciclo-aducto 1.28b para

1.30b via arranjo concomitante e abertura do anel (Esquemal.5).”
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Me S
Me COMe DMAD/MW {
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AcO 1.30b
1.31b 93%

LR:
/S\ //S
Meo@ﬁ\ /POOMe
S

S
Esquema 1.5 - Reagio de Diels-Alder entre o derivado do |6-DPA 1.30b e o acetilenodicarboxilato

de dimetilo.

Seguindo o contexto da quimica “verde”, as reagoes de adicao de Michael sao carac-
terizadas pela sua eficiéncia atomica de 100% e por usarem reagentes iniciais baratos e aces-
siveis. Devido a isto, estas reagoes sao cada vez mais utilizadas como metodologias para a
sintese de compostos organicos através de formagao de ligagdes carbono-carbono ou hete-
roatomo-carbono (reagoes de adicao Aza-Michael), sendo interessantes na industria quimi-
co-farmacéutica.

A metodologia utilizada, por estes autores, consiste na introdugao de varios grupos
ciano (tetracianoetileno) 1.32 na dupla ligagao C-16 e C-17 do nlcleo do esteroide na pre-
senca acido cloridrico. O ciclo-aducto 1.34 formado, com rendimento superior a 80%, foi

usado para obter agentes anti-tumorais (Esquema 1.6).%
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AcO

1.34  82%

Esquema 1.6 - Reagio de adigao de Michael.

Outro exemplo inclui os estudos realizados por Kumar e colaboradores, em que in-
troduziram diversas aminas na dupla ligagio C-16 e C-17 do nlcleo esteroide.”” A sintese
ocorre no carbono dezasseis devido a adicao na dupla C-16 e C-17 pelos N-substituintes
acetilo para a adicao da amina pretendida, segundo um mecanismo conhecido como adigao
de aza-Michael, compostos 1.35 a 1.44. Neste trabalho também foram sintetizados mais
alguns derivados do acetato de |6-desidropregnenolona alterando o substituinte nas posi-
¢oes C-16 e C-17. As moléculas 1.45 e 1.46 foram sintetizadas por uma condensagao aldo-
lica catalisada por base a partir do 16-DPA. A utilizagao de morfolina levou a formagao do
composto 1.47 com um rendimento de 60% (Esquema 1.7).

Os compostos obtidos neste estudo foram sujeitos a avaliagao da capacidade inibito-
ria da dipeptidil - peptidase IV (DPP IV), uma enzima presente na superficie de diversas clas-
ses celulares, estando associada a regulagao imune, transdugao de sinal e apoptose, cuja ini-

bicio se demonstrou (til no tratamento para diabetes tipo 2.
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a) RNH,, 45 °C, 4 h; ¢) 3,4-dimetoxi benzaldeido, EtOH, KOH, t.a, 24 h;
b) Morfolina, 45 °C, 4h; d) 4-isopropil benzaldeido, EtOH, KOH, t.a, 24 h.

Esquema 1.7 - Reacdo de adi¢ao de aza-Michael.

Lucio Pellaeani e colaboradores também efetuaram estudos de reagoes de aminacao,
de uma série de compostos partindo da molécula 16-DPA. Neste estudo, os autores descre-
vem os resultados obtidos com cetonas a,-insaturados na presenga de diferentes reagentes
(NsONHCO,Et/CaO, TsONHCO,EtYCs,CO e N;CO,Et). A utilizagago de NsO-
NHCO,Et/CaO conduziu a formagao de aziridinas mono-funcionalizadas a partir da dupla
ligagao conjugada (C-16 e C-17) e da dupla ligagao nao conjugada (C-5 e C-6) (Esquema
1.8).%
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Esquema 1.8 - Reacio de aminagao.

De entre as inUmeras transformagoes quimicas aplicadas a nitronas, destaca-se a rea-
¢ao de cicloadicao |,3-dipolar. A cicloadigao |,3-dipolar entre nitronas e alcenos é o método
mais conveniente para a sintese de isoxazolidinas. Estes heterociclos sao reconhecidos como
intermediarios quirais na sintese de a-aminoalcoois, B-aminoacidos, B-lactamas, aminogluci-
dos, mimicos de nucleésidos, alcaloides e esteroides.”

E de realcar, que as reagoes de cicloadigao intermoleculares de nitronas também sao
de grande importancia devido a sua flexibilidade para introduzir o complexo molecular em
muitos produtos naturais. Esta flexibilidade pode ser melhorada com a utilizagao de oximas
precursoras das nitronas. Os compostos 1.50, com um heterociclos fundido, possuem pro-
priedades como sedativas, anti-inflamatérias e analgésicas (Esquema 1.9).*

Por sua vez, a cicloadi¢ao |,3-dipolar de oxidos de nitrilo com compostos olefinicos
também tem demonstrado grande interesse sintético, uma vez que as isoxazolidinas sao

produtos intermedidrios versateis para a sintese de compostos bifuncionais.

O._.Ph
T\1+
Ar)\H
1.49a Ar =Ph 1.50a Ar=Ph 85%
1.49b Ar = p-NO2Ph 1.50b Ar = p-NO2Ph 83%
1.49¢ Ar = p-CIPh 1.50c Ar = p-CIPh 85%
1.49d Ar = p-MeOPh 1.50d Ar = p-MeOPh 74%
1.49¢ Ar = 3-Furanil 1.50e Ar = 3-Furanil 83%

Esquema 1.9 - Reacio de cicloadicao 1,3-dipolar de nitronas com alcenos.
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Girish e colaboradores descreveram pela primeira vez, a preparagao de esteroides
glicoconjudados ligados a isoxazois a partir de uma reagao de cicloadigao I,3-dipolar. Nesta
reagao sao gerados in situ oxido de nitrilo de esteroides com éteres propargilicos ligados a
acucares. Devido ao facto de os 6xidos de nitrilo terem a capacidade de acoplar com muitas
biomoléculas, permitem uma via para construir biologicamente novos esteroides conjugados.

Estes esteroides tornam-se sintoes preferidos para o desenvolvimento de diversos
bioconjugados devido a sua estrutura rigida, ao seu potencial para varios niveis de funcionali-
zagao, a sua ampla atividade bioldgica, a capacidade de penetrarem a membrana celular e de
se ligarem a recetores hormonais especificos (Esquema 1.10).%

O composto 1.53 faz parte de um amplo grupo de glicosideos de esteroides, sendo
caracterizados pelas suas propriedades tensoativas em que reduzem a tensao superficial da
agua. A parte “nao-agucar”’, a molécula de esteroide possui um caracter lipofilico, enquanto
que, o agucar (molécula hidrofilica) é responsavel pela hidrofilia.

A complexagao de moléculas de agiucar com moléculas de esteroides aumenta a
permeabilidade e o movimento dos ides e agua, a atividade antiflingica e antiviral e a ativida-

de anti-inflamatoria.

OGlicosideo

1.51 90%

Condicdes da reacio: . --"‘WOGlicosideo
a) DBU, CH3NO,, CH,Cl,, -15 °C : \

N-0
b) PhANCO, E;N, CgHg, t.a

1.53
Esquema 1.10 - Reacido de cicloadigao I,3-dipolar.

No Esquema I.ll é descrito mais um processo de produgao de esteroides com
atividade biologica determinada in vivo e in vitro. Os estudos foram feitos em enzimas de
hamster e em glandulas da prostata humana para avaliarem a atividade inibitoria da enzima
50-redutase. Os resultados demonstraram que os compostos 1.55,1.57, 1.59 e 1.61a sao

bons inibidores da enzima 5a-redutase.*
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Acetona

0°C, 1h AcO

SOCl,, Py
t.a, 45 min.

1.60a X=H
1.60b X=F
-
DCC, CH,Cl,
talh HO
1.61a X=H
1.61b X=F
CrOy
H,O - Acetona
0°C,1h

Esquema 1.1 1- Derivados com capacidade inibitoria da enzima 50-redutase.

Em 2013, Dwipen Kakati e colaboradores desenvolveram uma nova classe de chalco-
nas de pregnenolona preparadas via condensagao de Claisen-Schmidt em condigoes de mi-
cro-ondas.® A sintese do acetato de pregnenolona 1.62 é feita partir da hidrogenagio catali-
tica quimiosseletiva do acetato de |6-desidropregnenolona 1.15. A condensagao entre o
acetato de pregnenolona e derivados do benzaldeido forma um numero elevado de novos
derivados de esteroides com rendimentos a variar entre 79 e 86% (Esquema 1.12). Estes
derivados do benzilideno, funcionalizados no anel aromatico C2, foram preparados utilizando
I,-Al,O; como catalisador sob condi¢coes de micro-ondas durante 6 minutos.

Os resultados demonstraram que os novos compostos possuem atividades antimi-

crobianas potentes contra alguns agentes patogénicos.
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(©) (©) Me

Me
Me Me
Me H1dr0gf,:r.1ag:a0 Me \—R
catalitica
H =
- . 4
AcO AcO 0
1.15 1.62 1.63
I,-Al,O03, MW
5-7 minutos
. /R
1.64a R=H 1.64i R=235-F \/
1.64b R =4-OMe 1.64j R =4-OH o) N
1.64c R =4-Cl 1.64k R =3-OMe, 4-OH Me
1.64d R =2-Br 1.64m R = 3,4-OH Me
1.64e R =4-F 1.64n R =2,4-Cl
1.64f R =4-NO, 1.640 R =2,4-OCH;
1.64g R =4-Br 1.64p R =2-NO, AcO
1.64h R=24-F 1.64a-p 79-86%

Esquema 1.12 - Reagio de condensacao de Claisen-Schmidt em condigoes de micro-ondas.

No rastreio da atividade antimicrobiana o composto 1.65 foi o que apresentou ser o
agente antimicrobiano mais potente em relagao aos outros compostos, devido a presenca do
grupo fldor, na posicao para do anel aromatico, pois faz aumentar a atividade. Este compos-
to, por sua vez, também foi convertido no seu epdxido, a fim de perceber como atua na
atividade antimicrobiana mas ainda nao se obtiveram resultados (Esquema |.13).*

Todos os compostos que demonstraram ter atividade antimicrobiana foram testados
contra duas estirpes bacterianas (Bacillus subtilis e Escherichia coli) e em fungos (Aspergillus

niger e Candida albicans).

K,CO;, MEOH

_— »

H202, t.a, 4h

1.65 1.66

Esquema 1.13 - Reagao de epoxidagao.

Durante toda a pesquisa de informacao, foi possivel aprofundar os conhecimentos do
esteroide 16-DPA e perceber a sua interagao com outras moléculas. Sendo depois mais facil
acompanhar os estudos em reagoes de ciclo adicao [8m+2r], visto ser uma reagao pouco

estudada com os esteroides.
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1.4 Anides metil azafulvénio e |,2-diazafulvénio

Os anides metil |-azafulvénio 1.67a e |,2-diazafulvénio 1.67b sao dipolos que possu-
em um sistema conjugado de oito eletroes T (Esquema 1.14). Estes sistemas dipolares conju-
gados podem ser considerados iletos azometinos conjugados e iminas azometinas conjuga-
dos, respetivamente. Estes intermedidrios reativos podem participar como |,3-dipolos em
reagoes de ciclo-adigao [3T + 21] ou como |,7-dipolos em reagoes de ciclo-adigao [8m +
2m), sendo que, esta reatividade depende da natureza dos grupos substituintes (Esquema
[.14).

Estes anioes, metil aza- e |,2-diazafulvénio, podem participar igualmente noutras rea-
¢oes periciclicas, nomeadamente, em migragoes sigmatroépicas [1,8]H e electrociclizagoes-1,7
obtendo-se os vinilpirréis 1.68a e vinilpirazois1.68b substituidos, respetivamente (Esquema

1.14).%%

y X | .
)‘é/ [37‘5+27‘c] 7 5 II\I - [8TE+2T[] N
-CHR EN
R 1 b R
1.67a X=CR
1.67b X=N

Exemplo de migragéo
sigmatrdpica

1.68a X=CR
1.68b X=N

Esquema 1.14 - Anides metil |-azafulvénio e |,2-diazafulvénio.
1.4.1 Reacgles sigmatropicas e electrociclizagoes

Padwa e colaboradores tentaram também sintetizar anides metil azafulvénio envol-
vendo a eliminagao quelotrépica de dioxido de enxofre de sulfonas heterociclicas. No entan-
to, a obtencao do aniao metil azafulvénio, por eliminacio de dioxido de enxofre do 2,2-
dioxo- | H,3H-pirrolo[1,2-c]tiazole 1.69a, nao foi possivel quer em condi¢coes de termolise a

300 °C quer em condi¢des de fotdlise (Esquemal.l5).”
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COMe MeO,C, CO,Me

z CO,Me A _
+
0,8 — N~ Me
BN -S0, |
Me ~CH,
1.69a 1.70a

Esquema 1.15 - Sintese de anides metil azafulvénio envolvendo a eliminagcao quelotropica de dioxi-

do de enxofre de sulfonas heterociclicas.

Storr e colaboradores também tentaram gerar estes sistemas dipolares conjugados via
eliminagao concertada de diéxido de enxofre de 2,2-dioxo-1H,3H-pirrolo[|,2-c]tiaz6is com
substituintes alquilicos e arilicos. Os autores estudaram a termélise das sulfonas 1.69a-b,
com o objetivo de gerar anides metil azafulvénio que pudessem ser intercetados em reagoes

intramoleculares durante o processo de termélise (Esquema 1.16).%

CO,Me . MeO,C CO,Me Migracdo MeO,C CO,Me
y CO,Me FVP, 700 °C — sigmatropica
1,3 x 103 mbar 7 L2~ M [1.8]H M /N M
e e
R /i B
(& - ) -
D /
1.69a 1.70a 1.71a 70%
CO,Me . MeO,C CO,Me Migracdo MeO,C CO,Me
Me FVP, 700 °C —= sigmatropica
Z\—~COMe 13103 mbar p [1,8]H /N
= N7 Me - N~ Me
0S8 N SO VA, N
Me 0, Ci, Me
H <
1.69b 1.70b L.71b

Esquemal.l 6 - Obtencao do N-vinilpirrolel.71a e do C-vinilpirrole 1.72b.

Este método conduziu a obteng¢ao do N-vinilpirrolel.71a e do C-vinilpirrole 1.72b.
A obtencgao destes compostos é explicada considerando a eliminagao concertada de didxido
de enxofre e formagao dos intermediarios anides metil azafulvénio, seguida de rearranjo
através de migragoes sigmatropicas [|,8]H envolvendo o sistema de oito eletroes 1 do |,7-
dipolo. Este exemplo representou a primeira evidéncia de formagao de anides metil azaful-
vénio e intercecio destes em reagdes periciclicas.”

Apesar da sintese e intercegao de anides metil azafulvénio conjugados com grupos
arilicos nao terem resultado, os autores tentaram gerar |,7-dipolos conjugados com grupos
carbonilo, de modo a obter sistemas dipolares com dez eletrées ™ em que fosse possivel a
reacao de electrociclizagao envolvendo a ligagdo dupla heteronuclear. A termolise de 2,2-

dioxo-1H,3H-pirrolo[|,2-c]tiazole 1.72 em condi¢oes de pirdlise rapida de vacuo (FVP) ge-
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rou o aniao metil azafulvénio 1.73 que conduziu a obtengao de |H-pirrolo[l,2-c][|,3]oxazina
1.74 (Esquema [.17). Este exemplo representou a primeira evidéncia de intercegao via elec-

trociclizagao envolvendo os dez eletroes 1T do ileto azometino conjugado 1.73.

CO,Me o MeO,C CO,Me
: FVP, 600°C : = : Electrociclizagao MeO,C COMe
CO,Me 1,3 x 107> mbar e [107] 7\
Z
—_— =9 Me - . W Me
-S0, Y /
Me R, cH RN,/
~
1.72 1.73 1.74

Esquemal.l7 - Reagao de termdlise de 2,2-dioxo- | H,3H-pirrolo[ |,2-c]tiazole 1.72.

Para além dos estudos com anioes metil azafulvénio, os autores também estudaram
os anioes metil |,2-diazafulvénio contendo grupos metilo em C-|I que podem ser gerados
através de termolise em solucio, sob condi¢des FVP e por irradiagio de micro-ondas.””'"?
A termolise de |-metil-2,2-dioxo- | H,3H-pirazolo[ |,5-c]tiazole 1.76 conduziu a obtengao do
C-vinilpirazole 1.77a via migracao sigmatropica [1,8]H do aniao metil 1,2-diazafulvénio subs-
tituido nas posi¢oes 4 e 5 com grupos metoxicarbonilo 1.79 (Esquema |.18). Os resultados

mostram que a termolise sob condi¢oes de micro-ondas e em condigoes FVP é uma estraté-

gia bastante eficiente para gerar os anides metil diazafulvénio via migragao sigmatrépica

[1,8]H.

MeO,C.  CO,Me

CO,Me Migragdo
Me sigmatropica 7\
Me z CO,Me A [1,8]H Me N
0,8 N—I<I II\]
N -S0, Me
1.75a 1.76a 1.77a

Esquemal.l 8 - Formagao do C-vinilpirazole 1.77a via migracao sigmatroépica [|,8]H do aniao metil

|,2-diazafulvénio.

1.4.2 Cicloadicao [8m + 2m]

As reagoes de cicloadigao |,7-dipolar, também designadas reagdes de cicloadicao
[8m+21T] constituem um processo importante de sintese de compostos heterociclicos de seis
membros.

A cicloadicao |,7-dipolar é uma reagao que envolve a adicao de um sistema com oito
eletroes T, denominado por |,7-dipolo a um sistema de ligagoes mdltiplas, o dipolardfilo,

através de um arranjo de nove eletroes m (Esquema I.19).
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O dipolarofilo em geral pode ser qualquer composto que possua dois eletroes TT que

participe na reagao de cicloadigao. Os eletroes podem pertencer a ligagoes duplas ou triplas

contendo ou nao heteroatomos.

CO,Me
X CO,Me a=—b
T:(I: X [8x + 27]
H,C_
1.78a X=CMe
1.78b X=N

CO,Me

=
/ COZMC

\/N‘X

S

1.79a X= CMe
1.79b X=N

Esquema 1.19 - Reagao de cicloadi¢ao |,7-dipolar.

Storr e colaboradores foram os primeiros a descrever a reagao de um aniao metil
I,2-diazafulvénio. A metodologia utilizada para gerar este sistema dipolar foi analoga a dos
anioes metil azafulvénio 1.78b, ou seja, através de eliminagao térmica de didéxido de enxofre

do 2,2-dioxo- | H,3H-pirrolo[|,2-c]tiazole 1.80 (Esquema 1.20).”'

COzMe MCOZC COzMe
CO M M802C COzMe
& Me — BTMSA / N}N
0,S. N-N T -N
AN -S0, N 230-300°C, 6 h N
I Me;Si
1.80 1.78b MesSi- g1 549
300 °C
TMSA

MesSi 182 79

1.83 9% Me;Si

1.84 9%

Esquema 1.20 - Reagao de um aniao metil |,2-diazafulvénio.

O aquecimento da sulfona 1.80 em refluxo de 1,2,4-triclorobenzeno ou em tubo se-
lado, na presenca de N-fenilmaleimida (NPM) ou acetilenodicarboxilato de dimetilo (DMAD),
dipolardfilos deficientes em eletroes, nao conduziu ao isolamento de quaisquer cicloadutos.

No entanto, quando se utilizou bis(trimetilsilil)acetileno (BTMSA), um dipolardfilo ri-
co em eletroes, foi possivel a intercecao destes sistemas dipolares conjugados em cicloadi-
¢oes [8m + 2m]. Promovendo a reacao de cicloadigao |,7-dipolo do metil |,2-diazafulvénio

1.78b, com BTMSA em refluxo de 1,2,4-triclorobenzeno, os autores obtiveram o cicloaduto
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1.81 com rendimento de 54% e o produto aromatizado 1.82 com apenas 7% de rendimento
(Esquema 1.20).

A termolise da sulfona 1.80, em tubo selado na presenga de trimetilsililacetileno
(TMSA) a temperatura de 300 °C, conduziu a obtengao de uma mistura regioisomérica dos
cicloadutos aromatizados 1.83 e 1.84 com um rendimento global de 18% (Esquema 1.20).

No entanto, a termodlise da sulfona 1.80, em condicoes de refluxo de [,2,4-
triclorobenzeno conduziu a obtengao de um produto diferente, o |-clorometil-5-metil- 1 H-
pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo (1.86) com rendimento moderado (Esquema 1.21). A
formacao do composto 1.86 pode ser explicada considerando a adigao de uma molécula de
HCIl ao aniao metil 1,2-diazafulvénio 1.78b. A eliminacao de HCI de clorobenzenos € uma
reagao pouco favoravel devido a formacgao do intermediario benzino, que é bastante instavel.
Contudo, a reagao pode ocorrer sob determinadas condigoes, nomeadamente com tempe-
ratura e/ou pressao elevadas e na presenca de bases fortes. Assim, sob as condigoes de rea-
¢do usadas pode ter ocorrido a eliminagao de HCI do solvente e consequente reagao com o
aniao metil |,2-diazafulvénio 1.78b, originando o |-clorometil-5-metil-|H-pirazole (1.86)

(Esquema 1.21).%

e MeO,C CO,Me F(?;P MeO,C CO,Me
¢ / COMe A — Tubo selado J_\(
0,8 _N-N o N T e
_éHz Me
1.80 1.78b 1.85
J 1,2,4-TCB

MeO,C CO,Me

/A
N
Me N

(

Cl
1.86

Esquema 1.21- Formacdo do N-vinilpirazole1.85 e do |-clorometil-5-metil-1H-pirazole (1.86).

O estudo deste tipo de sistemas surgiu a relativamente pouco tempo, através dos es-
tudos dos anides metil |-azafulvénio e dos anides metil |,2-diazafulvénio. Tendo sido explo-
radas inicialmente por Storr e atualmente pelo grupo de investigagao de Quimica Organica,
que demonstraram que os anides metil |,2-diazafulvénio podem participar igualmente em

cicloadigdes [8m+21] com dipolaréfilos deficientes em eletroes.*®**
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A eliminagao de dioxido de enxofre SO, da sulfona 1.80 gera o aniao metil I,2-
diazafulvenio 1.78b, em condigoes de refluxo de 1,2,4-triclorobenzeno (TCB) ou sob irradi-
acao de micro-ondas. Este, na presenca de NMP participa na cicloadicao |,7-dipolar origi-
nando o cicloaduto 1.87 (Esquema 1.22).*

O dipolo 1.78b é igualmente intercetado na cicloadigao [8m + 2m] por
bis(trimetilsilil)acetileno conduzindo a obtengao de uma mistura dos cicloaductos 4,7-di-
hidro-pirazolo[|,5-a]piridina-2,3,5,6-tetracarboxilato de tetrametilo (1.88) (54%) e 6,7-di-
hidro-pirazolo[|,5-a]piridina-2,3,5,6-tetracarboxilato de tetrametilo (1.89) (7%) (Esquema
1.22).%?

SiMe; SiMes
1.88 54% 1.89 7%

Esquema 1.22 - Reagio de eliminagao de dioxido de enxofre SO, da sulfona 1.80.

O grupo de investigacao onde foi desenvolvido o projeto de investigacao apresentado
nesta dissertagao tem dedicado particular interesse no estudo da reatividade destes anioes.

Assim, utilizando também as reagoes de micro-ondas, a reacao da sulfona 1.90 na
presenca de uma gama alargada de dipolarofilos conduz a formagao de varios cicloaductos
com diferentes rendimentos. Por exemplo, a reagao do aniao metil |,2-diazafulvénio 1.91
com o azocarboxilato de dietil (DEAD) da origem a um unico produto 1.92 com um rendi-
mento de 94%. O aniao metil |,2-diazafulvénio 1.91 foi gerado a partir da extrusao de SO,

por irradiagio de micro-ondas a 230 °C (Esquema 1.23).>*

CO,Me CO,Me CO,Me
MW (10 min) EtO,C
2\, —~CO,Me 0 COM e
o8 N-m L B0 XLy | pean ¥ )—come
2 - N=N ANN-N
Y 124TCB | E0,C” Y7
Me Me Me
1.90 1.91 1.92 94%

Esquema 1.23 - Reacdo do anido metil |,2-diazafulvénio 1.91 com o azocarboxilato de dietil.
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Continuando com os estudos das reagoes de cicloadigao [8m + 2m], em 201 |, foram
descritos os primeiros resultados utilizando este tipo de reagoes, para a obtengao de clori-
nas e bacterioclorinas fundidas com 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina.>* O aquecimen-
to da sulfona 1.80 com radiagao de micro-ondas a 250 °C na presenga da porfirina 1.93
gerou o aniao metil |,2-diazafulvéniol.78b que ¢é intercetado na cicloadigao [81T + 2] pelas
porfirinas 1.93, obtendo-se seletivamente os derivados de clorina fundidas com 4,5,6,7-
tetrahidropirazolo[,5-a]piridina 1.94. Estas clorinas funcionalizadas podem participar nova-
mente na cicloadi¢ao [8M + 21] com anices metil |,2-diazafulvénio originando as bacterioclo-

rinas fundidas com 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina 1.95 (Esquema 1.24).>®

Ar
MCOZC COZMG
\
Ar Ar Ar /N'
MeO,C CO,Me
— Ar 193 Ay Ar
+.N
N o
| TCB, MW , 250 °C,
-CH, 20 min
1.80 1.78b Ar 1.94 10-31%
1.78b
MeOC - coMe TCB, 225 °C, 4h

MeO,C CO,Me 1.95 30-40%

Esquema 1.24 - Reacido de cicloadigao [8m + 2m].

No grupo de Quimica Organica foi também estudada a reatividade de anices metil 5-
trifluorometilazafulvénio 1.97. Estes compostos 1.97 sao gerados por extrusao térmica de
dioxido de enxofre, por aquecimento convencional ou por irradiagio de micro-ondas e in-
tercetadas em reagoes de ciclo-adigao na presenca de dipolardfilos.

Por irradiacio de micro-ondas em 1,2,4-triclorobenzeno, a sulfona 1.96 é convertida

no aniao 5-trifluorometil azafulvénio (1.97) (Esquema 1.25). Observou-se que este atua co-
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mo |,3-dipolo na presenca de alguns dipolarofilos. O aniao 5-trifluorometil azafulvénio

(1.97) reage com DMAD levando a formagao do correspondente produto de ciclo-adigao

[,3-dipolar 1.98 com rendimento de 61%. A reacao do aniao metil azafulvénio 1.97 com 3-

fenilpropiolato de etilo conduziu a obtengao de uma mistura de cicloaductos, 1.99 e 1.100,

resultantes respetivamente da ciclo-adi¢do I,3-dipolar e da ciclo-adigaoI,7-dipolar.*®

CF,
%
0,8 J )
2SN MW, 10 min. N=
240 °C-245°C z
1.96 1,2,4-TCB 1.97

DMAD

Ph

CO,Et

F5C
I\
Me™ >y CO,Me
CO,Me
1.98 61%

F;C F;C
3 4 3
/ \ / \
Me™ >y CO,Me Me™ > CO,Me
L . / /

CO,Me CO,Me

1.99 72% (82:18) 1.100

Esquema 1.25 - Estudado da reatividade de anides metil 5- trifluorometilazafulvénio 1.97.

O trabalho apresentado nesta dissertagao deu continuidade a pesquisa iniciada com

as reagoes de cicloadigoes [8m+21] de anices metil diazafulvénios na preparagao de novos

derivados de esteroides.”’
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2.1 Introducao

Neste capitulo sao apresentados trés sub-capitulos, em que se apresentam todas as
sinteses e estudos efetuados para a funcionalizagao seletiva do anel D do 16-DPA na prepa-
racao de novos esteroides hexaciclicos, possiveis farmacos com potenciais quimioterapéuti-
cos.

Devido ao seu alto potencial terapéutico, e ao fato de pequenas mudangas na sua es-
trutura poderem levar a alteragoes dramaticas nas suas fungoes, os esteroides sao um pro-
missor alvo de estudos na drea da quimica farmacéutica. A sua sintese sido usada para de-
monstrar e testar novas metodologias e estratégias sintéticas, no entanto, os métodos de
sintese que se conhecem sao ainda limitados face ao elevado nimero de etapas e poucos
permitem a preparagao de analogos.

Assim, a primeira parte deste trabalho foi dedicado a sintese dos percursores de ani-
oes metil |,2-diazafulvénio, gerados por eliminagao quelotropica de didoxido de enxofre de
2,2-dioxo- | H,3H-pirazolo[ |,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilatos.'”’

No presente trabalho, explorou-se e estudou-se a reatividade do 16-DPA com os
anides metil |,2-diazafulvénio 2.2, via reagao de cicloadicao [8m + 2], obtendo-se assim

cinco novos derivados esteroide hexaciclicos 2.3 (Esquema 2.1).

R2 R2
0,5, N-N -S0, _ N=N
Y TCB, 250 °C g
R, Ry
2.1a-d 2.2a-d

a: Ri=H; R, =R3;=CO,Me
b: R|=Me; R, =R;=CO,Me
¢: R=Bn; R, =R;=CO,Me
d:R;=H; R,= CO,Et;R;=Ph

Esquema 2.1 - Obtencao de cinco novos derivados esteroide hexaciclicos.

A partir dos compostos obtidos 2.3a e 2.3c efetuou-se a hidrélise transformando os
grupos ésteres em acidos (Esquema 2.2). Isto porque os compostos polares sao mais facil-
mente excretados do organismo, pois possuem baixa permeabilidade tubular e nao sao lipos-

soluveis, assim, nao sao reabsorvidos, sendo facilmente eliminados.
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2.26 64% 2.27 50%

Esquema 2.2 - Reacao de hidrdlise.
2.2 Sintese de 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazéis

Iniciamos este trabalho de investigagdo com a sintese dos 2,2-dioxo-IH,3H-
pirazolo[|,5-c]tiazois (2.1a-c) percursores dos anices metil |,2-diazafulvénio. Duas destas
sulfonas sao compostos conhecidos na literatura.>® Assim, reproduziu-se a sequéncia sintéti-

ca anteriormente descrita (Esquema 2.3).

5 CO,H { NaNO, CO,H
—( R=Me, H —(
s /YCOZH o L mo/Eeol S &% |Hy0,ta12h e
P ——
NH R H ta, 12 h Y R=B Nitrito de Isoamilo Y NO
2 R "] DME,ta, 12h R
2.4 2.5a R=H 26aR=H  99% 27aR=H  67%
2.5¢ R=Me 2.6bR=Me 99% 27bR=Me  75%
2.5b R=Bn 2.6cR=Bn  99% 27¢R=Bn  71%
TFAA, Et,0, 24 h
CO,Me COMe 0
7z CO,Me /__%\
! MCPBA 7 COMe _ pmap 0
0,S_ _N-N ¢ \r , S_ _N=N
g CH,Ch, 0°C, 30 "N Xileno G
R i 3 h, 140 °C R
21aR=H  67% 29aR=H  90% 28aR=H  76%
2.1bR=Me 57% 29bR=Me  41% 28bR-Me  60%
2.1¢R=Bn 71% 29¢R=Bn  70% 2.8¢ R=R=Bn  90%

Esquema 2.3 - Sintese dos 2,2-dioxo- | H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazois.

A reagao da L-cisteina 2.4 com aldeidos 2.5 permite a obtengao das tiazolidinas 2.6
com rendimentos elevados (99%). Para a obtengcao dos acidos N-nitroso-tiazolidina-4-
carboxilicos foram utilizadas duas metodologias diferentes. A sintese dos compostos 2.7a e
2.7b foram preparados por nitrosagao das respetivas tiazolidinas 2.6 com nitrito de sédio

em meio 4cido, através de um procedimento classico de N-nitrosagio de aminoacidos.'*"
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Desta forma, obtiveram-se os compostos 2.7a e 2.7b com rendimentos de 67% e 75%, res-
petivamente.

O novo derivado 2.7c foi preparado utilizando um método de nitrosagao, em meio
neutro.'? Assim, a uma solucio de tiazolidina 2.6c em dimetoxietano foi adicionado nitrito
de isoamilo. A reagao fica em agitagao a temperatura ambiente durante |2 horas, obtendo-se
o produto pretendido com rendimento de 71% (Esquema 2.3).

Seguidamente procedeu-se a sintese das espécies mesoionicas 2.8, geradas por desi-
dratagio com anidrido trifluoroacético.'""’ Este tipo de sistema mesoiénico, também conhe-
cido como sydnone, sao espécies muito reativas e podem atuar como iminas azometinas
ciclicas em reagoes de cicloadi¢ao |,3-dipolar. Assim, os |H,3H-pirazolo[l,5-c]tiazole-6,7-
dicarboxilato de dimetilo 2.9a-c foram obtidos por cicloadi¢cao |,3-dipolar das espécies me-
soionicas 2.8 com o dipolardfilo acetelinodicarboxilato de dimetilo (DMAD) com rendimen-
tos a variar entre 41-90% (Esquema 2.3).

Por fim, foi efetuada a oxidagao dos pirazolo-tiazois 2.9a-c com MCPBA, obtendo-se
as sulfonas 2.11 com bons rendimentos (57-71%) (Esquema 2.3)."

Neste trabalho, também expandimos o estudo para a sintese de novos derivados de
2,2-dioxo- 1 H,3H-pirazolo[ I,5-c]tiazois contendo um grupo arilo na posi¢ao 3. Partindo de
outras tiazolidinas foi possivel obter os compostos acido 2-(4-nitrofenil)-3-nitroso-1,3-
tiazolidina-4-carboxilico (2.12) e o 4acido 2-fenil-3-nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico
(2.17).

Desta forma, a tiazolidina 2.1 1 foi sintetizada através da reagao da L-cisteina com o
p-nitrobenzaldeido e obtida com um rendimento de 99%. Utilizando a metodologia descrita
anteriormente no Esquema 2.3 para a sintese do composto 2.7c, obtém-se o acido N-
nitroso-tiazolidina-4-carboxilico 2.12 com um rendimento de 78% (Esquema 2.4). A sintese
da espécie mesoionica 2.13 também foi efetuada por desidratagio com anidrido trifluoro-
acético, esta precipita no meio reacional sendo filtrada e lavada com solugao aquosa de
NaHCO; e éter etilico.'""?

As tentativas para sintetizar o cicloaducto 2.14, via reagao de cicloadigao I,3-dipolar,
nao tiveram sucesso. A reacao com DMAD nas condi¢oes reacionais descritas anteriormen-
te para a sintese dos |H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilatos 2.9 (refluxo de xileno),
nao conduziram a obtengao dos correspondentes cicloaductos, apenas foi possivel isolar o
aldeido de partida. Face a esta dificuldade, decidiu-se optar por outras estratégias de sintese
do cicloaducto 2.14 (Esquema 2.4).

Alternativamente, optou-se por preparar a espécie mesoionica 2.13 evitando o seu
isolamento, e utilizando-a logo na reagao seguinte, isto, porque verificou-se que a espécie
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mesoidnica 2.13 era um intermediario instavel e isso poderia afetar a formagao do cicloadu-

to 2.14.

CO,H ,CO-H
O.__H S_ NH S N

CO.H Nitrito de isoamilo NO
HS/Y 2y H,0 / Etanol DMM ta 12 h
—_— > _—

NH, tal2h
2.5
NO, NO, NO,
2.10 2.11 99% 2.12 78%

TFAA, Et,0, 24 h

CO,Me o
ﬁ/K/f COMe /"% 0
/

S N-N DMAD S I+\I:N

-~x—
Xileno
3 h, 140 °C
2.14 2.13 94%

Esquema 2.4 - Estratégia de sintese do cicloaducto 2.14.

Contudo, nao obtivemos qualquer sucesso, apenas se isolou novamente o aldeido de
partida. Alternativamente foram propostas outras condicoes e a utilizagao de outro solvente.
Foi efetuado a tentativa de sintese do pirazolo-tiazolo 2.14 em tolueno a temperatura ambi-
ente e a refluxo na presenga de DMAD. No entanto, nenhuma das condi¢oes levou a obten-
¢ao do cicloaducto pretendido.

Numa outra tentativa, foi efetuada a geragdo da espécie mesoidnica em tolueno na
presenca de anidrido trifluoroacético, e depois tentativa de intercetd-la com DMAD. Apesar
de se ter observado a formagao da espécie mesoidnica 2.13, apds a adigao do dipolardfilo
nao foi observado a formagao de qualquer cicloaduto.

Tendo em conta que todas as tentativas efetuadas para a obtengao do pirazolo-
tiazolo 2.14 foram infrutiferas, resolvemos deixar este composto para um estudo posterior.

O facto de nao se formar o cicloaducto 2.14 pode ser explicado atendendo que o
grupo nitro NO, (deficiente de eletroes) é um desactivador do anel.

Em face das dificuldades que surgiram decidimos optar por outro derivado também
com um grupo arilico em C-3.

Sintetizamos a tiazolidina 2.16, com o objetivo de obter a sulfona 2.19 (Esquema
2.5). Assim, foi preparado o acido N-nitroso-tiazolidina-4-carboxilico 2.17, através da reagao

de tiazolidina 2.16 com nitrito de isoamilo, com 70% de rendimento (Esquema 2.5).
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O passo seguinte seria a preparagao da espécie mesoionica 2.18, utilizando o proce-
dimento anteriormente descrito, no entanto, nao conseguimos obter este composto. Assim,

mais uma vez deixamos este composto para um trabalho futuro.

CO,H COH
/_( Nitrito de / :
COH H,0 / Etanol isoamilo
s ' 12h -
NH, t.a, DMM, t.a, 12 h
25 2.15 2.16 99% 2.17 70%
CO2Me O_
TFAA, Et,0,24 h
72 ) COZMC z /O
0,S_ N-N - S. N=
B +
-
2.19 2.18

Esquema 2.5 - Estratégia de sintese do cicloaducto 2.19.

Para o estudo da cicloadigao [8M+2m] com o esteroide |16-DPA, foram utilizadas as
sulfonas 2.la-e como percursores dos respetivos anides metil |,2-diazafulvénio (Esquema
2.6). As sulfonas 2.1a-c foram preparadas como descrito no Esquema 2.3 e as sulfonas 2.1d

e 2.l e estavam disponiveis no laboratorio.

4 CO,Me CO,Me CoOMe N\
2N CO,Me z ) CO;Me 2 CO,Me
0.S. N-N 0,S. N-N 0,S. N-N
TN Y Y
Me Bn
2.1a 2.1b 2.1¢
CO:E[ Ph
& Ph h%>/COZEI
0,S. N-N -
N OJS\/N N
\_ 2.1d 2.1¢ J

Esquema 2.6 - Sintese de sulfonas 2.la-e.

23 Estudo da reatividade do 16-DPA com anidoes metil |,2-diazafulvénio via

reacdo de ciclo-adicao [8m + 2m]

O estudo das reagoes foi feito em condigoes de termolise convencional (refluxo) e

em condigoes de irradiagao de micro-ondas, sendo esta, uma técnica que atualmente encon-
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tra grande aplicagao em sintese organica, sucesso que esta associado as vantagens de au-
mentar a velocidade, eficiéncia e seletividade de muitas rea¢ées.'*

Assim, o trabalho foi iniciado pelo estudo da reatividade do 16-DPA com os diferen-
tes anioes metil |,2-diazafulvénio, gerados a partir das respetivas sulfonas 2.la-e (Esquema
2.6).

Iniciamos o trabalho experimental pela reacao [8m + 2m] do anidao metil 1,2-
diazafulvénio 2.2a, gerado por extrusao térmica de dioxido de enxofre, com o |16-DPA para

dar o novo derivado esteroide 2.3a (Tabela 2.1).

Tabela 2.1- Reacao do aniao metil |,2-diazafulvénio 2.2a com o 16-DPA.

CO,Me CO,Me
& CO,Me X\, CO,Me
0,8, _N-N -S0, N=n 16-DPA

TCB, 250 °C H,C-

2.1a 2.2a
Reacdo Condicoes da reacgao? Prodlz:]c; ot 1 6-DPA recuperado

I | equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, 10 min 59% 34%
2 | equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, 15 min 44% 30%
3 | equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, 20 min 62% 31%
4 1.5 equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, 10 min 68% 14%
5 [.5 equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, |5min 64% 14%
6 .5 equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, 20 min 57% 12%
7 2 equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, 10 min 67% 0.8%
8 2 equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, |5 min 66% -

9 2.5 equiv. sulfona 2.1a, Micro-ondas, 10 min 73% -

10 2 equiv. sulfona 2.1a, refluxo, 4 h 76% 19%

aSolvente: |,2,4-triclorobenzeno

O primeiro ensaio foi efetuado com quantidades equimolares de sulfona 2.1a e 16-
DPA, sob irradiacio de micro-ondas a 250 °C durante |0 minutos, obtendo-se o produto
pretendido com 59% de rendimento (Reagao |). No entanto, desta reagao foram recupera-
das 34% de esteroide. Assim, resolvemos aumentar o tempo de reagao para |5 minutos, no
entanto, apesar de ter sido consumido mais esteroide, o rendimento do produto diminuiu

(44%) (Reagao 2). Ao Aumentarmos o tempo de reagao para 20 minutos verificou-se um
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ligeiro aumento de rendimento no produto (62%), mas novamente com recuperagao de |6-
DPA (31%) (Reagao 3).

Uma vez que em nenhum dos casos o |6-DPA foi completamente consumido pen-
sou-se que um aumento de quantidade de sulfona 2.la, e consequentemente um aumento
de quantidade do aniao metil |,2-diazafulvénio, conduzisse a uma melhoria de rendimento da
reacao.

Desta forma, utilizando 1.5 equivalentes de sulfona 2.1a obtiveram-se rendimentos
superiores (57-68%) mas novamente com recuperagao de esteroide (12-14%) (Reagao 4-6).
O resultado da reagao 6 sugere que existe a possibilidade de degradagao do produto com o
aumento do tempo de reagiao para 20 minutos a temperaturas elevadas (250 °C), uma vez
que foi consumido o esteroide e o rendimento do diminuiu (57%), face ao obtido com |5
minutos de reacao (Reagao 5).

Resolveu-se, mais uma vez, aumentar a quantidade de sulfona 2.l1a para 2 equivalen-
tes (Reagao 7 e 8). A irradiacio de micro-ondas a 250 °C durante 10 minutos de sulfona
2.1a na presenga de 16-DPA originou o composto 2.3a com um rendimento de 67% e re-
cuperagao de esteroide inferior a 1% (Reagao 7). O aumento do tempo de irradiagao para
I5 minutos deu origem ao consumo completo do esteroide, no entanto, com uma ligeira
diminui¢ao do rendimento (66%) do composto 2.3a (Reagao 8). A utilizagdo de 2.5 equiva-
lentes de sulfona 2.1a a 250 °C durante 10 minutos na presenca de |16-DPA originou o ci-
cloaduto 2.3a com 73% e consumo completo do esteroide (Reagao 9). Sendo estas as me-
Ilhores condigbes para a obtengao do produto pretendido 2.3a em condi¢oes de micro-
ondas.

Com o objetivo de comparar as condigoes utilizando irradiagdo de micro-ondas com
o aquecimento convencional, foi efetuado um ensaio usando o aquecimento a refluxo. Assim,
uma solugao de 2 equivalentes de sulfona 2.1a e 16-DPA, em 1,2,4-triclorobenzeno, foi co-
locada a refluxo durante 4 h (Reagao 10). Obtendo-se o composto 2.3a com rendimento de
76%, superior ao obtido para as mesmas quantidades de sulfona 2.1a com irradiacao de mi-
cro-ondas (66%, Reagao 8). No entanto, foram recuperados 19% de esteroide.

A elucidagao estrutural do produto 2.3a, identificado como sendo o 4,5,6,7-
tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina fundido com o acetato de |6-desidropregnenolona, foi con-
seguida com recurso a técnicas de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear proto-
noca e bidimensional.

O novo derivado esteroide 2.3a apresenta um espectro de RMN de 'H bastante

complexo (Figura 2.1). No entanto, foi possivel através de espectros bidimensionais (NOESY
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e COSY) identificar os desvios quimicos dos protoes mais relevantes (Figuras 2.2 e 2.3). Na
Tabela 2.2 estao identificados esses protoes com os correspondentes desvios quimicos.
Tabela 2.2 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H do 4,5,6,7-

tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona (2.3a).

Posicao 6 (ppm) RMN 'H
18 0.75 (3H,s)
19 1.0l (3H,s)
23 2.02 3H,s)
21 2.20 3H,s)

328 (IH, d, ] = 16.0 Hz)
334 (IH, d, J = 16.0 Hz)
16 3.68-3.72 (IH, m)
3.80 (IH, dd, J; = 13.2 Hz, J; = 7.2)

32

# 432 (IH, dd, J, = 132 Hz, J; = 6.4 Hz)
27 3.86 3H, s)

30 3.90 3H, s)

3 4.57-4.61 (IH, m)

6 533 (IH, d, ] = 4.0 Hz)

Com base no espectro de RMN 'H do 16-DPA, identificaram-se os sinais mais caracteristi-
cos de determinados protoes. Assim, foram identificados os singletos correspondentes aos
grupos metilo (H-18, H-19, H-23 e H-21), bem como o multipleto a 4.55-4.61 ppm como
pertencente ao protao H-3 e o dubleto largo a 5.3 ppm como sendo o protao H-6 (Figura
2.1).

Nas Figuras 2.2 e 2.3 estao representados os espectros de COSY e NOESY, respeti-
vamente.
E visivel no espectro de COSY que os dois dubletos a 3.28 e 3.34 ppm apenas tém acopla-
mento entre si, concluindo tratar-se dos protoes H-32. A identificagao dos sinais correspon-
dentes aos protoes H-16 (3.68-3.72 ppm) e H-24 (3.80 e 4.32 ppm) foi possivel através da

observagao do acoplamento dos protoes H-24 entre si e com o protao H-16 (Figura 2.2).
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Figura 2.1- Espectro de RMN 'H do composto 2.3a.
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Figura 2.2 - Expansido do espectro de COSY de 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina fundido

com o acetato de | 6-desidropregnenolona (2.3a).
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Para estabelecer a configuragao dos novos centros quirais criados em C-16 e C-17,
realizou-se a andlise do espectro bidimensional NOESY (Figura 2.3).

Assim, podemos observar a existéncia de correlagao entre o protio H-16 (3.68
ppm) com os protoes H-18 (0.75 ppm) e a correlagao destes com os protoes H-21 (2.20
ppm). Através desta analise concluimos que os protoes H-18, H-21 e H-16 se encontram em

posicao cis, ou seja, todos orientados para o mesmo lado do anel (Figura 2.3).

-

-4.0

38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02
ppm
Figura 2.3 - Expansao do espectro de NOESY de 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[ |,5-a]piridina fundido

com o acetato de |6-desidropregnenolona (2.3a).

Seguidamente fomos estudar a reatividade do aniao metil |,2-diazafulvénio 2.2b, ge-
rado por extrusao térmica de SO, da sulfona 2.1b, com o 16-DPA (Tabela 2.3). Foram ex-
ploradas a termolise em condigoes de refluxo e sob irradiagao de micro-ondas.

A primeira reagao foi realizada sob condi¢oes de irradiagio de micro-ondas, tendo-se
utilizado | equivalente molar de sulfona 2.1b e esteroide, a 250 °C durante 10 minutos. Ob-
teve-se uma mistura inseparavel de diastereoisémeros (2.3b e 2.20) com rendimento global
de 37% (razao 75:25) e recuperagao de esteroide (27%) (Reagao |). Com esta sulfona tam-

bém se verificou a formagao de N-vinilpirazole 2.21com 21% de rendimento (Reagao ).
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A formagao do N-vinilpirazole 2.21 pode ser explicada através da migracao sigma-
tropica [1,8]H que ocorre a migragao de um protao da posi¢ao | para a posicao 8 (Esquema
2.7). Em trabalhos ja desenvolvidos no grupo de investigacao de Quimica Organica (Depar-
tamento de Quimica da FCTUC) a formagao deste N-vinilpirazole 2.21 ja tinha sido obser-

vada na termolise desta sulfona 2.1b em condigoes de pirdlise rapida de vacuo (FVP).

CO,Me CO,Me Migragao ~ MeO,C CO,Me
7 CO,Me Z Xo-COo,Me sigmatrépica /Z/——\<
/ -S0, + [1,8]H M N
0,S. N-N — > H) N=N _— ¢ N
Y TCB,250°C | Y K
%_ X
Me H W/
2.1b 2.2b 221

Esquema 2.7 - Formacao do N-vinilpirazole 2.21.

Tabela 2.3 - Reacao da sulfona 2.1b com o 16-DPA.

CO,Me I\
+ Me N’
z CO,Me
08 NN 5% N
: Y TCB, 250 °C 221
Me
2.1b
Reacio Condicoes da reagao? 2.3b:2.20 2.2l |6-DPA recuperado
I | eq. sulfona 2.1b, Micro-ondas, 10 min  37%(75:25) 1% 27%
2 | eq. sulfona 2.1b, Micro-ondas, 15 min 34%(91:9) 13% 24%
3 |.5 eq. sulfona 2.1b, Micro-ondas, |5min 29%(95:5) 19% 36%
4 2 eq. sulfona 2.1b, Micro-ondas, |5 min 32%(89:11) 19% 33%
5 3 eq. sulfona 2.1b, Micro-ondas, |5 min 31%(83:17)  20% 29%
6 | eq. sulfona 2.1b, refluxo, 4 h 41%(98:2) 7% 20%

2 Solvente: 1,2,4-triclorobenzeno; ® Rendimento calculado com base na quantidade de sulfona 2.1b

Ao aumentar-se o tempo de reagao para |5 minutos, com as mesmas quantidades

equimolares de sulfona 2.1b e 16-DPA, verificou-se um ligeiro consumo de esteroide (24%),
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no entanto, o rendimento global dos cicloaductos 2.3b e 2.20 diminuiu para 34% tendo-se
verificado um aumento da quantidade do estereoisémero 2.3b (91:9). Voltamos a observar a
formacao do N-vinilpirazole 2.21 com um rendimento ligeiramente superior (13%) (Reagao
2). Nao se tendo consumido completamente o 16-DPA, resolvemos aumentar a quantidade
de sulfona 2.1b para |.5 equivalente o tempo de reagao para |5 minutos. Verificou-se uma
diminui¢ao do rendimento dos cicloaductos 2.3b e 2.20 (29%, razao 95:5), tendo-se recupe-
rado 36% de esteroide e isolado o N- vinilpirazole 2.21 com 19% de rendimento (Reagao 3).
Utilizando 2 equivalentes de sulfona 2.1b obtiveram-se rendimentos superiores para os ci-
cloaductos 2.3b e 2.20 (32%, razao 89:11), mas novamente recuperou-se esteroide (33%)
nao se alterando o rendimento de N-vinilpirazole 2.21 (19%) (Reagao 4). Resolveu-se, mais
uma vez, aumentar a quantidade de sulfona 2.1b para 3 equivalentes (Reagao 5). A irradiagao
de micro-ondas a 250 °C na presenca do esteroide originou os compostos 2.3b e 2.20 com
uma ligeira diminuicao dos rendimentos (31%, razao 83:17) e recuperagao de esteroide 29%,
em relagao aos resultados obtidos na reagao anterior. Na formagao do N-vinilpirazole 2.21
verificou-se um aumento ligeiro no rendimento (20%) (Reagao 5). Por fim, resolveu-se com-
parar as condicoes de micro-ondas com o aquecimento convencional sendo efetuado um
ensaio usando o aquecimento a refluxo de I,2,4-triclorobenzeno. Assim, utilizando as me-
Ihores condigoes obtidas em micro-ondas, | equivalente de sulfona 2.1b, na presenca de |6-
DPA foi colocado a refluxo durante 4 h (Reagao 6). Obteve-se novamente uma mistura de
diastereoisomeros 2.3b e 2.20 com um rendimento de 41% e razio 98:2, além do N-
vinilpirazole 2.21 com 7% de rendimento. Comparando com a Reagao |, obtivemos o ciclo-
aducto 2.3b em maior quantidade e houve uma reducao significativa na formagao do N-
vinilpirazole 2.21.

A identificacao do N-vinilpirazole 2.21 foi efetuada por comparagao do espectro de
RMN 'H obtido com o descrito na literatura®® (Figura 2.4). Na Tabela 2.4 estio identificados
os desvios quimicos dos respetivos protoes.

O espectro do N-vinilpirazole 2.21 ¢é de facil interpretagao, conseguindo-se distinguir
o singleto do grupo metilo em C-5 a 2.54 ppm, os dois singletos dos grupos ésteres a 3.83
ppm e a 3.93 ppm, os dois aproximadamente dubletos correspondentes aos protoes H-7
com desvios quimicos de 5.1 Ippm e 5.95 ppm, e por ultimo o duplo dupleto do protao H-6

(6.97 ppm) (Figura 2.4).
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Tabela 2.4 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto

2.21.

Posicao 6 (ppm) RMN 'H

10 0 11 12 )
MeO,C.  €O,Me 8 2.55 (3H,s)

1\ 10e 12 3.84 (3H,s) e 3.94 (3H,s)

Me™; N’
NG . 5.13 (IH, aprox. d, | = 8.0 Hz)
a1 5.94 (IH, aprox. d, ] = 16.0 Hz)
6 6.97 (IH, dd, J; = 16.0 Hz e J, =10Hz)
TR ¥ v T T
H-12
H-10 -8

01
1.001

7| 3.00=
3.00=
3.00Z

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

Figura 2.4 - Espectro de RMN 'H do composto 2.21.

O isolamento do diastereoisémero maioritario 2.3b foi conseguido por evaporagao
do sobrenadante da recristalizacao dos dois diastereoisomeros, sendo a determinagao estru-
tural confirmada por RMN protoénico (Tabela 2.5, Figura 2.5).

Pelo espectro de RMN 'H consegue-se identificar os protées do grupo metilo H-18 e
H-19 (0.75 e 0.97 ppm) e do grupo metilo do grupo cetona H-21 (2.21 ppm), assim como os
protoes relativamente aos grupos ésteres a 3.87 ppm e a 3.93 ppm e também os protoes H-
6 e H-3.
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Tabela 2.5 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto

2.3b.
Posicao o (ppm) RMN 'H
18 0.75 (3H,s)
19 0.97 (3H,s)
33 1.69 3H, d, ] = 6.4 Hz)
23 2.01 (3H,s)
21 2.21 (3H,s)
16 3.47 (IH, d, ) = 10.8 Hz)
3 245 (IH, d, | = 16.8 Hz)
4.07-4.09 (I1H, m)
30 3.87 (3H, s)
27 3.93 3H,s)
24 4.10-4.11 (IH, m)
3 4.53-4.59 (I1H, m)
6 5.27 (IH, d, | = 3.6 Hz))

e
‘EMe 20 ﬁ
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" 11 12 21/, H
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7270

H-27 e H-30 w1 H23

081
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3.14
3.00 7
1.00
|| 100

H-6
I
e A
N aE
= 8
T

;
5.4 52 50 48 46 44 42 4.0 3.8 36 3.4 32 3.0 28 2.6 24 22 2.0 1.8 16 14 12 1.0 0.8 0.6
ppm

Figura 2.5 - Espectro de RMN 'H do (R)-7-metil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[ |,5-a]piridina dicarboxi-

lato de dimetilo fundido com o acetato de | 6-desidropregnenolona (2.3b).
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Nas Figura 2.6 e 2.7 estao representadas as principais interagoes observadas nos es-
pectros bidimensionais, COSY e NOESY, respetivamente.

E visivel no espectro de COSY o acoplamento do protio H-32 com o outro protio
H-32, bem como o acoplamento do protao H-24 com o protao H-33 e com o protao H-16
(Figura 2.6).

Através do espectro bidimensional de NOESY foi possivel identificar a correlagao dos
protoes H-24 com H-16 e com H-21. Pode verificar-se também que existe correlagao entre
os protoes H-18 e os protoes H-16 e H-21 (Figura 2.7).

Por comparagao do espectro de RMN protoénico do 16-DPA com o obtido para o ci-
cloaducto 2.3b podemos verificar algumas semelhangas e identificar alguns protoes, visto a
molécula ser muito complexa. Assim, a partir da analise feita, podemos destacar os protoes

H-18, H-19, H-21 e H-23 correspondentes aos grupos metilo.

Figura 2.6 - Expansao do espectro COSY do (R)-7-metil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina

dicarboxilato de dimetilo fundido com o acetato de |6-desidropregnenolona (2.3b).
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Figura 2.7 - Expansao do espectro de NOESY do (R)-7-metil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-

a]piridina dicarboxilato de dimetilo fundido com o acetato de |6-desidropregnenolona (2.3b).

Através da anilise do espectro de RMN 'H do composto puro 2.3b (Figura 2.5) foi
possivel identificar os sinais de determinados protoes em comparagao com o espectro de
RMN protoénico da mistura dos diastereoisomeros. Com base nesta informacao consegui-
mos verificar a duplicagao de sinais, sendo facilmente identificados os correspondentes aos
protoes dos grupos ésteres H-27" e H-30’, do grupo cetona H-21’, do grupo acetato H-23 e
dos dois grupos metilo (H-18 e H-19’) (Tabela 2.6, Figura 2.8). A analise do espectro bidi-
mensional NOESY da mistura dos diastereoisomeros permitiu-nos observar que para o ci-
cloaducto 2.20 existe correlagao entre os protoes H-16" e H-33’, o que nao se observa no
espectro de RMN 'H do cicloaducto 2.3b (Figura 2.7). Daqui podemos concluir que ambos
os protoes (H-16" e H-33’) encontram-se para o mesmo lado do anel, conclusao reforgada

pelo facto de nao existir correlagiao entre os protoes H-16" e H-24’ (Figura 2.9).
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Tabela 2.6 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o composto

2.20.
Posicao o (ppm) RMN 'H
18 0.72 (3H,s)
19 .01 (3H,s)
33 1.69 3H, d, ] = 6.4 Hz)
23 2.02 (3H,s)
21 2.16 (3H,s)
’ 244 (IH,d, )= 17.2 Hz)
32 3.73 (IH, d,J=15.6 Hz)
24 3.29-3.34 (IH, m)
16 3.69 (IH,d, /= 8.4 Hz)
30’ 3.83 (IH,s)
27 3.90 (IH, s)
3 4.54-4.58 (I1H, m)
& 5.35(IH, d, ] = 4.4 Hz)
r\j“:?fj’g‘ ﬁ(ﬁ:oznne
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H-27 e H-30
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Figura 2.8 - Espectro de RMN 'H dos compostos 2.3b e 2.20.
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Figura 2.9 - Expansao do espectro de RMN 'H dos compostos 2.3b e 2.20.

Prosseguindo com o estudo experimental, a sulfona 2.lc foi igualmente submetida a
extrusao de dioxido de enxofre para gerar o aniao metil |,2-diazafulvenio 2.2¢ que partici-
pou na cicloadigao [8m+21] com o 16-DPA, dando origem ao composto 2.3c de forma este-
reosseletiva. O aniao metil |,2-diazafulvénio 2.2c participa também na migragao sigmatrépica
[1,8]H para dar N-vinilpirazole 2.22 (Tabela 2.7).

A reacao assistida por micro-ondas de quantidades equimolares de sulfona 2.1c e de
16-DPA em 1,2,4-triclorobenzeno a 250 °C durante 10 minutos permitiu obter o cicloaduc-
to 2.3c estereosseletivamente com um rendimento muito baixo (10%) e com recuperagao
de 62% de esteroide. Foi igualmente obtido o N-vinilpirazole 2.22 com um rendimento de
12% (Reagao ).

Quando se aumenta o tempo de reagao para |5 minutos, verifica-se um aumento de
consumo de esteroide e consequentemente melhoria no rendimento do cicloaducto 2.3¢
(29%). Da mesma reagao foi o isolado N-vinilpirazole 2.22 com um rendimento de 22% (Re-
agao 2).

Uma vez que o aumento do tempo de reagao levou a melhoria do rendimento do ci-

cloaducto pretendido (2.3c), resolvemos aumentar o tempo para 20 minutos. No entanto,
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constatou-se que este aumento provoca a possivel degradagao do produto 2.3c tendo-se
verificado uma diminui¢do do rendimento (20%), alterando-se apenas ligeiramente a quanti-
dade recuperada de esteroide (45%). No entanto, o rendimento de N-vinilpirazole 2.22 me-
Ilhorou significativamente (32%) (Reagao 3). Quando se utiliza 1.5 equivalentes de sulfona
2.1c durante 10 minutos, verifica-se um aumento significativo do consumo de esteroide e
consequentemente um aumento do rendimento de 2.3c e do N-vinilpirazole 2.22 para 28%
e 29%, respetivamente (Reagao 4). Utilizando os mesmos |.5 equivalentes de sulfona 2.1¢c
mas durante |5 minutos obtém-se um rendimento global de 70% do composto 2.3c e do N-
vinilpirazole 2.22, conjuntamente com a diminuicao da quantidade de esteroide recuperado
(23%-25%) (Reagao 5), sendo estas as melhores condi¢coes da reagao. Assim, resolveu utili-
zar-se o mesmo tempo de reac¢ao (|5 minutos) mas com um aumento de quantidade de sul-
fona 2.1c (2 equivalentes), verificando-se uma ligeira diminuicao do rendimento do produto

2.3c (32%) e do N-vinilpirazole 2.22 (30%) em comparagao com a Reagao 5 (Reagao 6).

Tabela 2.7 - Reagao da sulfona 2.1c com o 16-DPA.

CO,Me CO,Me
@& CO,Me N\, CO,Me
0,8 N-N -SO, i T\f:N 16-DPA
Y TCB, 250 °C (
Bn Bn 0]

2.1c 2.2¢ )J\O

Produto (n)

Reagao Condicoes da reagao? 2.3¢ 2.22> | 6-DPA recuperado
I | eq. sulfona 2.1¢, Micro-ondas, 10 min 10% 12% 62%
2 | eq. sulfona 2.1¢, Micro-ondas, |5 min 29% 22% 48%
3 | eq. sulfona 2.1c, Micro-ondas, 20 min 20% 32% 45%
4 I.5 eq. sulfona 2.1 ¢, Micro-ondas, 10 min 28% 29% 25%
5 I.5 eq. sulfona 2.1 ¢, Micro-ondas, 15 min 35% 35% 23%
6 2 eq. sulfona 2.1¢, Micro-ondas, |5 min 32% 30% 22%
7 3 eq. sulfona 2.1¢, Micro-ondas, |5 min 28% 36% 32%
8 1,5 eq. sulfona 2.l ¢, refluxo, 4 h 34% 18% 19%

2 Solvente: 1,2,4-triclorobenzeno; ® Rendimento calculado com base na quantidade de sulfona 2.1c.
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Continuando o mesmo objetivo, tentou perceber-se se o aumento da quantidade de
sulfona 2.1 c para 3 equivalentes iria aumentar o rendimento de cicloaducto 2.3c. No entan-
to, a reacao a 250°C durante |5 minutos levou a uma diminuicao de rendimento do cicloa-
ducto 2.3c (28%) e aumento de esteroide por reagir (32%). Por outro lado, a formagao de
N-vinilpirazole 2.22 aumentou (36%) (Reagao 7). Utilizando a quantidade 6ptima de sulfona
2.1c (1.5 equivalentes) efetuou-se a reagao a refluxo de I,2,4-triclorobenzeno durante 4h
(Reagao 8). Neste caso, houve um maior consumo de esteroide e uma ligeira diminuicao de
rendimento do cicloaducto 2.3c (34%). O rendimento do N-vinilpirazole 2.22 sofreu uma
diminuigao para 18%.

A determinagdo da estrutura do composto 2.3c foi conseguida recorrendo a espec-
troscopia de ressonancia magnética nuclear, protonico e bidimensionais (HMQC, COSY e
NOESY).

Na Figura 2.10 estd apresentado o espectro de RMN proténico do composto 2.3c e
na Tabela 2.8 estao apresentados os desvios quimicos dos protoes mais relevantes. E nas

Figuras 2.10, 2.11 e 2.12 os espectros de HMQC, COSY e NOESY, respetivamente.

Tabela 2.8 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H do composto
2.3c.

Posicao 0 (ppm) RMN 'H

I8 0.63 (3H, )

19 0.95 (3H, s)

23 201 (3H, s)

2 2.12 (3H,s)

" 237 (IH, d,) = 17.6 Hz)
411 (IH, d,] = 17.2 Hz)

;s 3.02 (IH, dd, J; = 13.2 Hz, J; = 10.8 Hz)
4.00 (IH, d, | = 4.0 Hz)

16 3.34 (IH, d, | = 9.6 Hz)

27 3.87 (3H, s)

30 3.94 (3H, s)

24 421 (IH, d,] = 5.2 Hz)

3 4.53-457 (IH, m)

6 5.27 (IH, s)
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5.27

Figura 2.10 - Espectro de RMN 'H do composto 2.3c.

Mais uma vez, com base no espectro de RMN 'H do esteroide 16-DPA podemos
constatar algumas semelhangas nos sinais apresentados. Assim, podemos identificar os single-
tos dos grupos metilo (H-18, H-19, H-21 e H-23), e também o multipleto do protao H-3.

Foi possivel identificar os dois grupos metileno H-32 e H-33 através da observacao
do espectro bidimensional HMQC (Figura 2.11), uma vez que os dubletos a 2.37 ppm e 4.1
ppm tém J, com o carbono a 23.3 ppm. Da mesma forma que o carbono a 35.4 ppm esta
ligado a dois protoes com os sinais a 3.02 ppm e 3.99-4.00 ppm.

A distingao de H-32 foi possivel porque estes dois protoes apenas tém acoplamento
com o protao geminal. Este tipo de acoplamento apenas é visivel no espectro de COSY para
os sinais a 2.37 ppm e 4.1 1 ppm. Por outro lado, no espectro COSY também se observa o
acoplamento dos protoes H-33 (3.02 ppm e 3.99-4.00 ppm) com o protao H-24 (4.21 ppm)
(Figura 2.12).
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No espectro bidimensional de NOESY identifica-se a correlagao do protao H-16 com
H-18 e com H-24 (Figura 2.13). Pode identificar-se também a correlagio do protao H-18
com o protao H-21I. Estas observa¢oes levam-nos a concluir que os protoes H-16, H-18, H-

24 e H-21 se encontram todos para o mesmo lado do anel.

4.1 3.9 3.7 3.5 33 3.1 2.9 2.7 25 23 2.1
ppm
Figura 2.1 1 - Expansao do espectro de HMQC do composto 2.3c.
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T T T T T T T T T
4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8
ppm

Figura 2.12 - Expansao do espectro de COSY do composto 2.3c.

MeO,C CO,Me

2.6

2.4 2.2 2.0

45 4.0 35 3.0 2.5 2.0
ppm
Figura 2.13 - Expansao do espectro de NOESY do composto 2.3c.

1.5

1.0 0.5

0.C
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A obtengao do N-vinilpirazole 2.22 resulta da eliminagao concertada de dioxido de
enxofre de 2.1c e concomitante formacao do intermediario anidao metil |,2-diazafulvénio
2.2c, seguida de rearranjo através de migragao sigmatropica [|,8]H suprafacial envolvendo o

sistema de oito eletroes 1 do |,7-dipolo (Esquema 2.8).

CO,Me CO,Me Migragio MeO,C CO,Me
Y CO,Me @ No-CO,Me sigmatropica I
/ SO + [1,8H M N
0,S_ N-N % | H) N=N —_ ¢ N
Y TCB, 250 °C ) ~
Bn ph ™
2.1c 2.2¢ 222 Ph

Esquema 2.8 - Formagao do N-vinilpirazole 2.22.

A identificagio do N-vinilpirazole 2.22 foi efetuada com recurso a RMN 'H (Figura

2.14). Na Tabela 2.9 estao identificados os desvios quimicos dos protoes do composto 2.22.

Tabela 2.9 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN |H para o composto

2.21.

[ or coml Posicio & (ppm) RMN 'H
B
Me N,}N 8 2.62 (3H,s)
Yy, 0el2 3.86 (3H,s) e 3.96 (3H,s)
22 PP
Ph,6e7 7.28-7.46 (7H, m)
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—3.96
— 3.86
2.62
2.16

S
~N
T

7. 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2
ppm
Figura 2.14 - Espectro de RMN IH do composto 2.22.

N

O espectro protonico do composto 2.22 é bastante simples, sendo facilmente identi-
ficados os protoes dos grupos metilo dos ésteres, H-10 a 3.86 ppm e H-12 a 3.96 ppm bem
como o grupo metilo H-8 a 2.62 ppm. Os dois protoes vinilicos H-6 e H-7 encontram-se
num desvio quimico muito proximo dos protoes aromaticos (Figura 2.14).

Analisando os resultados obtidos, para as trés sulfonas estudadas, verificou-se que o
|,7-dipolo que originou melhores rendimentos de cicloadigao [8m + 211] foi o aniao metil 1,2-
diazafulvénio 2.2a, sem substituintes em C-3. Tendo-se observado o consumo completo do
esteroide e a nao formacao de N-vinilpirazdis, visto nao existir a possibilidade de substitui-
¢ao na posigao 3.

Neste contexto, decidimos continuar a estudar a reatividade do 16-DPA com outros
anioes metil |,2-diazafulvénio 2.2d e 2.2e nao substituidos em C-3, gerados por extrusao de
dioxido de enxofre das sulfonas 2.1d e 2.1 e, disponiveis no laboratorio.

O estudo foi iniciado com sulfona 2.1d, que gera o aniao metil |,2-diazafulvénio 2.2d
por extrusao térmica de SO,. O aniao metil 1,2-diazafulvénio 2.2d € intercetado na cicloadi-
¢ao [8m + 2r1] pelo 16-DPA, levando ao isolamento do composto 2.3d juntamente com o |-

clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-dicarboxilato de etilo (2.23) (Esquema 2.9).
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Et0,C Ph
CO,Et EtO,C Ph —
— N
AN-Ph 0, N 16-DPA Me™ ™y
_ +
0,8 _N-N TCB, 250 °C | 0 k
-CH, )]\ Cl
2.1d 2.2d 0 2.3d 70% 223 15%

Esquema 2.9 - Formagao do composto 2.3d e do |-clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-

dicarboxilato de etilo (2.23).

Realizando a reagao com 2,5 equivalentes de sulfona 2.1d sob irradiagao de micro-
ondas a 250 °C durante apenas 10 minutos, observou-se a formagao do composto 2.3d com
um rendimento de 70% e o |-clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-dicarboxilato de etilo
(2.23) com um rendimento de |5%, tendo-se consumido por completo o esteroide (Esque-
ma 2.9). O espectro de RMN protoénico confirma a obtengao do cicloaducto 2.3d (Figura
2.15). Na Tabela 2.10 encontram-se descritas as atribuicoes dos desvios quimicos dos pro-

toes mais facilmente identificados.

Tabela 2.10 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H do composto
2.3d.

Posicao 6 (ppm) RMN 'H
I8 0.77 3H, s)
19 1.02 3H, s)
23 2.03 3H, s)
21 223 (3H,s)
32 344 (2H,dd, )i =240 Hze
J2 =242 Hz)
30 .21 BH,t,J =7.2 Hz)
6 372 (IH,d,) = 6.8 Hz)
29 427-432 (IH, q,)
24 3.81-3.86 (IH, m)
4.27-432 (IH, m)
3 4.58-4.61 (IH, m)
6 5.34 (IH, d,) = 3.2 Hz)
H-Ph 7.36-7.60 (5H, m)
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5.34
5.33

<
|
h

_7.60
\-7.58
737
736

H-19 H-18

H-30

\‘ H-29
/ :

7.5 7.0 6.5 6.0 5.
ppm

Figura 2.15 - Espectro de RMN 'H do composto 2.3d.

- 1.02] %zi

No espectro de RMN proténico do composto 2.3d (Figura 2.15) podemos identificar
facilmente os sinais correspondentes aos protoes do grupo metilo do éster H-30 a 1.21
ppm, os dois singletos dos grupos metilo H-18 e H-19 a2 2.03 ppm e a 2.23ppm, bem como
os sinais dos protoes aromaticos a 7.36-7.60ppm. Sendo os restantes sinais identificados por
comparagio com o espectro de RMN 'H do composto 2.3a (Figura 2.1). Também por com-
paragao com o composto 2.3a e por todo o estudo espectroscopico realizado para os no-
vos derivados esteroides, deduzimos que a estereoquimica do composto seja a apresentada
na figura da Tabela 1.9.

A obtencio do |-clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-dicarboxilato de etilo
(2.23) pode ser explicada considerando a adicao de uma molécula de HC| ao aniao metil
|,2-diazafulvénio 2.2d, sendo este composto semelhante ao que ja tinha sido obtido no ob-
tido grupo de Quimica Organica a partir da sulfona 2.1a (Esquema 2.10).'"* Na Tabela 2.1
estao descritos os desvios quimicos para o composto 2.23. Podemos identificar os singletos
correspondentes aos protoes H-8 e H-6, o tripleto do protio H-I1 e os sinais do protao

aromatico a 7.39-7.62 ppm (Figura 2.16).
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GO Me COMe MeO,C.  CO,Me

// CO,Me X, —CO,Me X
. 1,2,4-TCB N

0,8 _N-N A L N=N T . MeT Ny
-S0, H,C- 250 °C K

cl

2.1a 2.2a 2.24

Esquema 2.10 - |-clorometil-5-metil- | H-pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo (2.24).

Tabela 2.11 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o compos-

to 2.23.

Posicao 0 (ppm) RMN 'H
m— I 1.19 BH, t, | = 7.2 Hz)
H\;C)L\O 0]/ 1\ Ph 8 2.73 (3H, S)
My - 10 422 2H, q,) = 12 Hz)
FLC] 6 6.31 (2H, s)
223 H-Ph 7.39-7.62 (5H, m)

6.31
4.24
4.22
421
4.19
2.73
1.58
1.21
1.19
1.18

¢
<
L
X
/
\

H-8

K H-11

\
H-10 ‘
| J\, JL_JA___J

T
7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4
ppm

Figura 2.16 - Espectro de RMN 'H do composto 2.23.

A utilizagao de 2.5 equivalentes de sulfona 2.1e na presenca do 16-DPA sob condi-
¢oes de irradiagdo de micro-ondas a 250 °C durante apenas |0 minutos, conduziu apenas a
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formacao do |-clorometil-4-fenil-5-metil-1H-pirazole-3-dicarboxilato de etilo (2.25) com

rendimento de 7% (Esquema 2.11).

Ph Ph Ph CO,Et
/__&/COZEt Wcozm /Z—\(
-SO - 16-DPA N
0,8 _N-N 2, N=N —————— MeT
1,2,4-TCB, H,C- k
250°C Cl
2.1e 2.2¢ 225 17%
Esquema 2.1 1 - Formagao do |-clorometil-4-fenil-5-metil- | H-pirazole-3-dicarboxilato de etilo

(2.25).

Uma possivel explicagao para que nao tenha ocorrido a reagao de cicloadigao [8rm +
21| pode ser associada ao impedimento estéreo provocado pelo grupo fenilo do aniao metil
|,2-diazafulvenio 2.2e durante a aproximagao endo (Esquema 2.12), com o grupo cetona do

esteroide, uma vez que com os outros anioes a reagao funcionava.

Esquema 2.12 - Mecanismo explicativo para a nao formagao do composto 2.3e.

O espectro de RMN protonico (Figura 2.17) é muito semelhante ao do regioisomero

2.23 (Figura 2.16), diferindo apenas nos valores de desvios quimicos (Tabela 2.12).

Tabela 2.12 - Valores de desvios quimicos (ppm) do espectro de RMN 'H para o compos-
to 2.25.

Posicao 0 (ppm) RMN 'H
— I 1.54 3H, ¢, ] = 7.2 Hz)
yo e 8 227 (3H,s)
Moy 10 420 (2H, q, | = 14.0 Hz)
" 6 6.29 (3H, s)
H-Ph 7.18-7.33 (5H, m)
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6.29
4.23
4.21
4.19
4.18
2.27
1.17
1.15
1.13

§
/
X
/
X

H-8

H-6

i J
43 S £y ’y e
e < < N < N
MmN o~ o~ ™ ™
T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppM

Figura 2.17 - Espectro de RMN 'H do composto 2.25.

2.4 Hidrolise dos novos derivados esteroides

Foi também efetuada a hidrolise dos grupos ésteres a acidos dos compostos 2.3a e
2.3c, isto porque, os acidos geralmente sao mais soliveis em meios bioldgicos, permitindo
assim atravessar melhor as membranas celulares.

A hidrolise dos grupos ésteres foi feita com hidroxido de potdssio aquoso durante 90
minutos e 3 horas.

A uma solucao de 2.3a em etanol é adicionado lentamente uma solugao saturada de
KOH. A reagao é controlada por TLC e fica em agitagao a temperatura ambiente durante 90
minutos.

Desta forma, obtém-se o composto 2.26 com 64% de rendimento. Para além de hi-
drolise dos grupos ésteres substituintes do anel pirazole, ocorre também a clivagem do gru-

po acetilo (Esquema 2.13).
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Etanol
— >

KOH, 90 min.

2.3a 2.26 64%
Esquema 2.13 - Reaciao de hidrdlise do 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[|,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato

dimetilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona (2.3a).

Através da analise e comparagao dos espectros de RMN proténico do composto
2.3a (Figura 2.1) e do composto 2.26 (Figura 2.18) foi possivel confirmar a reduciao dos
grupos ésteres. Assim, os singletos a 3.86 ppm e 3.92 ppm corresponderam aos grupos me-
tilo dos ésteres desapareceram. Neste espectro verificou-se o desaparecimento do singleto
a 2.02 ppm. Concluimos tratar-se do singleto correspondente ao metilo do grupo acetilo,
uma vez que no RMN "C do composto 2.26 (Figura 2.19) verifica-se o desaparecimento do
carbono a 170.5 ppm. O sinal a 170.5 ppm corresponderia ao carbono C-22 do composto

2.3a.

5.23
4.35
4.33
4.32
4.31
41
37
34
31
27
98
93
85
0.65

/
X

B g ERE ) EH 5 ELEIY

54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6

ppm
Figura 2.18 - Espectro de RMN 'H do composto 2.26.
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_~164.56

~-164.12
141.28

207.98
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170.55
163.16

C-22

\_ 220 210 200 190 180 170 uy
|
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ppm
Figura 2.19 - a)Espectro de RMN 13C do composto 2.26; b) Espectro de RMN 3C do composto

2.3a.

O composto 2.27 é obtido com um rendimento de 50%, utilizando as condigoes rea-

cionais anteriormente descritas, com apenas 3 horas de agitacao (Esquema 2.14).

2.3b 2.27 50%

Esquema 2.14 - Reagio de hidrélise do (S)-7-benzil-4,5,6,7-tetratahidropirazolo[ I,5-a]piridina-

2,3-dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona (2.3c).

A confirmagao da hidrélise dos grupos ésteres do composto 2.27 foi efetuada por
comparagao dos espectros do RMN protoénico.
Assim, os singletos a 3.86 ppm e a 3.90 ppm correspondentes aos grupos metilo dos

ésteres (Figura 2.9) desapareceram, confirmando assim a hidrolise destes. Tal como aconte-
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ce com o composto 2.26, também no composto 2.27 se verificou a clivagem do grupo ace-

tilo. Uma vez que se observou o desaparecimento do singleto (Figura 2.9) e do carbono a

170.4 ppm (Figuras 2.20 e 2.21).

0.59
0.58
0.54
6-46

7.34
7.28
7.27
7.27

G

5.16
~4.35
4.14
4.10
3.76
3.75
3.72
3.71

A
/
X
K?’
!
X

7.5 7.0 65 6.0 5.5 50 45 40 35
ppm
Figura 2.20 - Espectro de RMN 'H dos compostos 2.27.
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170.4
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vav 2700‘ 150‘ 150- 170 169/
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ppm
Figura 2.21 - a)Espectro de RMN 3C dos compostos 2.27; b) Espectro de RMN 3C dos compos-

tos 2.3c.
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Capitulo 3

Conclusao




3.1 Conclusao

Neste trabalho pretendeu-se explorar a reatividade do |6-DPA com anides metil 1,2-
diazafulvénio, via reagao de cicloadigao [8M+21T], como estratégia para a preparagao de no-
vos derivados de esteroides hexaciclicos (Esquema 3.1). Demonstramos que os anides metil
I,2-diazafulvénio podem ser gerados por eliminagao térmica de dioxido de enxofre de 2,2-
dioxo-1H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazois e que participam em reag¢oes de cicloadicao com o 16-
DPA para formar ou originar as moléculas alvo.

Foram preparados 2,2-dioxo- | H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazois nao substituidos na posigao
2 e derivados contendo o grupo metilo e benzilo em C-2, sendo estudado o seu comporta-

mento na presenca do |16-DPA.

Et0,C Ph
+ N CO,Me
N
'éHz XN, —CO,Me
N=N
H,C
16-DPA
CO,Me
XN,—CO,Me
__N=N CO,Me
B(n X\, CO,Me
N=N
MeJ_

Esquema 3.1 - Estudo da reatividade do |16-DPA com anides metil |,2-diazafulvénio, via reacao de

cicloadigao [8m + 2m1].

A partir dos anioes metil |,2diazafulvénio intercetados com o 16-DPA, via reagoes de
cicloadicao [8m + 2m], foi possivel promover a formagao de novos derivados de esteroide

hexaciclicos. As reagoes foram feitas utilizando duas condigoes experimentais: a irradiagao
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de micro-ondas ou alternativamente a termolise convencional em refluxo de 1,2,4-
triclorobenzeno. Da andlise dos resultados, observamos que os rendimentos dos cicloaduc-
tos eram superiores quando se utilizava a termolise convencional, apesar ainda ter-se recu-
perado esteroide por reagir.

Novos derivados de esteroides hexaciclicos foram obtidos de forma estereosseletiva
nomeadamente o 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato dimetilo fundido
ao acetato de |6-desidropregnenolona, o (S)-7-benzil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[l,5-
a]piridina-2,3-dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona e 2-fenil-
4,5,6,7-tetrahidropirazolo[ |,5-a]piridina-3-dicarboxilato de etilo fundido ao acetato de 16-
desidropregnenolona com rendimentos moderados s bons.

Verificamos também que os 2,2-dioxo- | H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazois com substituintes
metilo ou benzilo em C-3 participam igualmente em reagoes de migragao sigmatropica
[1,8]H envolvendo o sistema de oito eletrées 1 do |,7-dipolo, formando assim os corres-
pondentes N-vinilpirazois.

Através do trabalho realizado alargou-se o estudou de reatividade para outras duas
sulfonas de 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazois em condi¢oes de irradiagao de micro-
ondas. Foi possivel observar a reagao de cicloadicao [8m + 2m] do aniao metil 1,2-
diazafulvénio, por eliminagao de diéxido de enxofre do 6-fenil-2,2-dioxo- | H,3H-pirazolo[I,5-
c]tiazole-7-dicarboxilato de etilo formando-se assim o 2-fenil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-
alpiridina-3-dicarboxilato de etilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona e o |-
clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-dicarboxilato de etilo como composto secundario
com rendimentos de 70% e 15%, respetivamente. No entanto, as mesmas condigoes para a
reagao do 7-fenil-2-dioxo-1H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazole-6-dicarboxilato de etilo, apenas se
formou o |-clorometil-4-fenilo-5-metil- | H-pirazole-3-dicarboxilato de etilo com um rendi-
mento de 17%, possivelmente devido ao impedimento estéreo.

A hidrolise de alguns destes novos esteroides hexaciclicos foi igualmente efetuada de
forma a modelar a hidrofobilicidade destes compostos.

Presentemente, estd a ser estudado o potencial efeito dos novos esteroides hexaci-

clicos em linhas de células tumorais.
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Neste capitulo encontram-se descritos os varios procedimentos experimentais das
sinteses efetuadas ao longo deste trabalho. A caracterizagio dos compostos foi efetuada
através de ponto de fusao, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear protonica
(RMN 'H) e de carbono 13 (RMN "*C), espectroscopia de infra-vermelho (1V) e espectrome-

tria de massa de alta resolugao (EMAR).

4.1 Aparelhagem utilizada

Pontos de Fusao
Os pontos de fusao foram determinados num microscépio de placa aquecida Falc

modelo Melting Point série n.° R132467, pelo método de capilar aberto.

Espectroscopia de Infra-Vermelho
Os espectros de infra-vermelho foram obtidos num espectrometro Nicolet 6700
FTIR. Foram utilizadas pastilhas de KBr para os solidos e os liquidos foram analisados utili-

zando pastilhas de KBr como suporte.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e RMN "*C) foram obtidos
nos espectrometros Brucker Avance lll, operando a 400 MHz ('H) e a 100 MHz ("°C).

O solvente utilizado foi cloroférmio deuterado (CDCIl;), exceto nos casos indicados;
os valores dos desvios quimicos sao apresentados em ppm relativamente ao padrao interno

tetrametilsilano (TMS) e os valores das constantes de acoplamento (J) sao expressos em Hz.

Espectrometria de Massa de Alta Resolucao

Os espectros de massa foram obtidos num espectrometro de massa Bruker FTMS
APEXIIl com ionizagao por electrospray (ESI) ou HP 6890 Plus com ionizagdo por impacto
eletrénico (El). Alguns espectros de massa foram também obtidos num espectrometo de

massa VG Micromass 7070E com o método de ionizagao por impacto eletrénico (IE).

Micro-ondas
As reagoes realizadas com irradiagio por micro-ondas foram efetuadas num aparelho da

marca Discover S-Class da CEM Focused Synthesis System.
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Cromatografia

Nas reagoes cuja evolugao foi acompanhada por cromatografia em camada fina, utili-
zaram-se placas de silica 60 F,5, em suporte de aluminio fornecidas pela Merck.

A maior parte dos compostos foi purificada por cromatografia em coluna de silica,

usando gel de silica 60 (0.040-0.063 mm) fornecida pela Merck.
4.2 Solventes e Reagentes

Acetato de Etilo
Foi refluxado durante 3 horas na presenga de carbonato de potdssio e de seguida

destilado.

Acetona

Foi refluxada durante 3 horas na presencga de carbonato de potassio, destilada e ar-
mazenada sobre peneiros moleculares 3 A.

Diclorometano e cloroférmio

Foram refluxados na presenca de cloreto de calcio durante 3 horas, destilados e

guardados sobre peneiros moleculares 4 A.

Etanol e metanol
Foram aquecidos a refluxo durante 2 horas com magnésio (5 g/l) na presenca de pa-
Ihetas de iodo (0.5 g/l), seguindo-se a destilagao a partir do alcoxido de sodio, e guardados

sobre peneiros moleculares 3 A.

Eter etilico, hexano, tolueno
Foram refluxados na presenca de fios de sédio, utilizando benzofenona como indica-

dor, destilados e guardados sobre peneiros moleculares 4 A.

Todos os outros solventes e reagentes foram fornecidos pela Aldrich, Merck ou Flu-

ka e utilizados diretamente, sem qualquer tipo de purificagao adicional.
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4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Sintese de Acidos |,3-Tiazolidina-4-carboxilicos

Procedimento geral

A sintese dos compostos 2.6a-c e 2.1 1 foi efetuada com base num procedimento da
literatura, com pequenas alteragdes.' A uma solugio de L-cisteina (4.8 g, 40 mmol) em 4gua
(40 mL) adicionar uma solugao de aldeido (40 mmol) em etanol (30 mL). A mistura ficou em
agitacao reacional durante a noite a temperatura ambiente. Filtrar o solido obtido e lavar
com éter etilico.

Se o produto nao precipitar durante a reagao, evaporar a secura e recristalizar com

etanol e éter etilico.

CO,H Acido 1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.6a

S._NH O produto foi obtido como um sélido branco (98%). RMN 'H (CD3;0OD) 2.99-3.02 (2H, m),

3.72-3.75 (IH, m), 422 (IH, d, ] = 9.6 Hz), 438 (IH, d, ] = 9.6 Hz) 2

CO,H Acido 2-metil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.6b
S NH O produto foi isolado por filtragao e o composto foi obtido como um sdlido
?\/I/e branco (99%). O espectro de RMN 'H mostra a presenca de dois diastereoi-
sémeros (raziao 10:90): (isdmero minoritario) RMN 'H (DMSO-d,) 1.36 (3H, d, | = 4 Hz),
3.13-3.16 (2H, m), 4.12 (IH, q, | = 8.0 Hz), 4.64 (IH, g, ] = 8.0 Hz); (isbmero maioritario)
RMN 'H (DMSO-d,) 1.48 (3H, d, ] = 4 Hz), 3.21-3.25 (2H, m), 3.82 (IH, q, | = 8.3 Hz), 4.47

(IH, q, ] = 4.0 Hz).

co,i Acido 2-benzil-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.6c
S. _NH O produto foi obtido como um sélido amarelo palido (99%).

b

Bn
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coH Acido 2-(4-nitrofenil)-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.11
O produto foi obtido como um sélido branco (99%) (lavagem com éter etilico);
o espectro de RMN 'H mostra a presenca de dois diastereoisdmeros (razio
76:24): (isdmero minoritario) RMN 'H (DMSO-d,) 3.32-3.38 (2H, m), 4.12 (IH,

NO, t, ] = 6.4 Hz), 5.67 (IH, s), 7.68 (2H, d, | = 8.4 Hz), 8.19 (2H, d, | = 8.8 Hz);
(isdémero maioritario) RMN 'H (DMSO-d) 3.11 (2H, t, | = 9.6 Hz), 3.97 (IH, t, | = 7.8 Hz),

5.67 (IH, s), 7.84 (2H, d, | = 8.4 Hz), 8.22 (2H, d, | = 8.4 Hz).

43.2 Sintese de Acidos N-Nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilicos
Procedimento |

A sintese dos compostos 2.6a e 2.6b foi efetuada com base num procedimento da
literatura, com pequenas alteracdes.” Adicionar lentamente acido cloridrico concentrado a
uma suspensao de acido 3-tiazolidina-4-carboxilico (2.6a ou 2.6b) (123.7 mmol) em agua
(126 mL) até a dissolugao completa da suspensao. Manter a mistura reacional com agitagao
vigorosa e adicionar lentamente, com funil de adi¢ao, uma solugao de nitrito de sédio (17.0
g 2 eq., 247.4 mmol) em agua (63 mL). Imediatamente apos a adigao da solugao observa-se a
libertagao vigorosa de N,O, e a diminuigao da intensidade da cor vermelha da solugao inicial.
A mistura reacional é agitada durante 12 h a temperatura ambiente. No final da reagao ex-
trair com acetato de etilo (3 x 80 mL), juntar os extratos organicos, lavar com agua (80 mL)
e com solugao saturada de cloreto de sédio (80 mL). Secar a fase organica com sulfato de

magnésio anidro e evaporar.

COH Acido N-nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.7a

J O produto foi purificado por cristalizagao com éter de petroleo e obtido como

~N-no
um solido amarelo (67%). O espectro de RMN 'H mostra a presenca de dois isémeros rota-

cionais (razio 53:47): RMN 'H (isémero maioritario) 3.30-3.48 (2H, m), 449 (IH, d, /= 11.7
Hz), 4.88 (IH, d, ] = 1.7 Hz), 4.95 (IH, aprox. t, | = 7.1 Hz); RMN 'H (isémero minoritario)
3.30-3.48 (2H, m), 5.28 (IH, d, ] = 10.4 Hz), 5.67 (IH, d, /] = 10.4 Hz), 5.85 (IH, aprox. t, ] =
4.4 Hz).
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COH Acido 2-metil-3-nitroso-|,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.7b

d O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-hexano

YN‘NO

Me (I:1), acetato de etilo-hexano (3:1)] e obtido como um dleo cor de laranja

(75%).2

Procedimento 2

A sintese dos compostos 2.7c e 2.12 foi efetuada com base num procedimento da li-
teratura, com pequenas alteragdes.’ A uma solugio de acido 3-tiazolidina-4-carboxilico (2.7¢
ou 2.12) (45 mmol) em DME (400 mL) adicionar uma solugao nitrito de isoamilo (67 mmol)
foram preparados por adaptagao de um procedimento descrito na literatura. Agitar a mistura
reacional durante a noite a temperatura ambiente. Evaporar o solvente. Lavar a fase organica
com solugao de HCI IM (3 x 10 mL) e extrair a fase organica com acetato de etilo (3 x 20
mL). Secar a fase organica com sulfato de sodio anidro e evaporar. Purificar os produtos por

cromatografia em coluna.

CoLH Acido 2-benzil-N-nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.7¢

J N O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-hexano

\B(n 0 (1:3), acetato de etilo-hexano (1:2), acetato de etilo-hexano (1:1)] e obtido como
um Oleo cor de laranja (71%). IV (filme de CH,Cl,) 700, 1234, 1438, 1452, 1737, 2940 e 3446
cm™. RMN 'H: 2.75-2.80 (IH, m), 2.99 (IH, dd, J, = 12.4 Hz, |, = 3.8 Hz), 3.42-3.50 (IH, m),
3.73 (IH, dd, J, = 13.6 Hz, J; = 3.4 Hz), 4.13 (IH, dd, J, = 144 Hz, J, = 7.0 Hz) 4.91-4.93
(IH,m), 5.93-596 (IH,m), 7.28-7.33 (6H, m). EMAR (ESI-TOF) m/z: calculado para

C, H;N,O,S [M+H"] 253.06414, encontrado 253.06293.

- Acido 2-(4-nitrofenil)-N-nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.12
2

N O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-hexano
(1:2), acetato de etilo-hexano (1:1)] e obtido como um solido cor de laranja

(78%). p.f.: 135.1-137.6 °C (recristalizagdo com éter de petroleo-éter etilico); IV

NO, (KBr) 809, 1207, 1346, 1463, 1600, 1687, 1729, 2948 e 3172 cm™. RMN 'H mos-
tra a presenca de dois diastereoisdmeros (razao 56:44): (isomero minoritario) (DMSO)
3.63-3.68 (IH, m), 6.16-6.18 (IH, m), 6.46 (IH, s), 7.68 (2H, d, | = 8.8 Hz), 8.19 (2H, d, | =
8.8 Hz); isomero maioritario (DMSO) 3.29-3.32 (I1H, m), 3.52-3.56 (IH, m), 5.02 (IH, ¢, | =
6.4 Hz), 7.30 (IH,s), 7.97 (2H, d, | = 8.8 Hz), 8.30 (2H, d, ] = 8.8 Hz); RMN "C (isémero
minoritario) 32.2; 64.7, 66.6, 124.1, 128.0, 145.2, 147.5, 171.1; (isbmero maioritario) 31.3;
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62.4, 67.5, 124.3, 129.3, 146.7, 148.0, 168.5. EMAR (ESI-TOF) m/z: calculado para
C,oHsN;0:S [M+H"] 284.03357, encontrado 284.03441.

4.3.3 Sintese de 4H,6H-Tiazolo[3,4-c][1,2,3]Joxadiazol-7-io-3-olatos

Procedimento geral

Os 4H,6H-tiazolo[3,4-c][|,2,3]oxadiazol-7-io-3-olatos foram preparados por adap-
tagio de um procedimento descrito na literatura.”> A uma suspensio de 4cido N-nitroso-
tiazolidina-4-carboxilico (2.7a-c) (21.65 mmol) em éter etilico (230 mL) a 0 °C adicionar
lentamente anidrido trifluoroacético (3.1 mL, 21.65 mmol). Agitar a mistura reacional duran-
te 6 h a 0 °C. Aquecer a temperatura ambiente e agitar durante 24 h. Evaporar o solvente,
adicionar H,O (20ml) e hidrogenocarbonato de sédio (NaHCQO;) até atingir o pH neutro.
Extrair a fase organica com acetato de etilo, secar com sulfato de magnésio anidro e evapo-

rar o solvente.

G 4H,6H-Tiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazol-7-i0-3-olato 2.8a
/ O produto precipitou no meio reacional. Foi filtrado e lavado com éter etilico

(0]
SN frio (76%).

N

5 6-Metil-4H,6H-tiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazol-7-io-3-olato 2.8b
o O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-hexano
SYL‘I:N (1:1), 1), acetato de etilo-hexano (2:1)] para dar um sélido (60%). RMN 'H 1.97
Me (3H, d, | = 6.4), 4.02 (2H, d, | = 1.7), 5.81-5.87 (IH, m). RMN "*C 21.8, 24.6,
63.2, 108.4, 163.5.

6-Benzil-4H,6H-tiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazol-7-io-3-olato 2.8c

0
Ao O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-hexano
S__N=
A

b

Bn éter etilico); IV (KBr) 705, 1025, 1309, 1511, 1739 e 2965 cm”. RMN 'H 3.40
(IH,dd, J, = 13.6 Hz, J, =2 Hz), 3.49 (2H, d, ) = 48 Hz), 3.70 (IH, d, ] = 13.6 Hz), 5.96-5.99
(IH,m), 7.21-7.22 (2H, m), 7.33-7.34 (5H,m). EMAR (ESI-TOF) m/z: calculado para
C,HoN,O,S [M+H"] 235.08996 encontrado 235.09095.

(1:2)] para dar um solido branco (90%). p.f.: 63.2-64.8 °C (recristalizagio com
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G 6-(4-nitrofenil)-4H,6H-tiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazol-7-io-3-olato 2.13
o O produto precipitou no meio reacional. Foi filtrado e lavado com éter etilico
N frio (94%). p.f.: 63.2-65.5 °C (recristalizagao com éter etilico); IV (KBr) 736, 1029,

1307, 1527, 1747 e 2967 cm™. RMN 'H 4.23 (IH, d, | = 13.6 Hz), 4.37 (2H, dd, |,
= 14 Hz, J, = 1.8 Hz), 7.49 (IH, s), 7.90 (2H, d, | = 8.4 Hz), 8.30 (2H, d, ) = 8.8
Hz). RMN "C 25.3, 66.7, 110.7, 124.2, 129.3, 142.2, 148.4, 162.6

S N=
3

4.3.4 Sintese de 1H,3H-Pirazolo[l,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilatos de Dimetilo

Procedimento geral

Preparar uma solugao do 4H,6H-tiazolo[3,4-c][|,2,3]oxadiazol-7-io-3-olato (2.8a-c)
(9.00 mmol) e acetilenodicarboxilato de dimetilo (1.7 mL, 1.6 eq., 14.50 mmol) em xileno
(7.5 mL). Refluxar sob atmosfera inerte durante 3 h. Arrefecer a temperatura ambiente, eva-
porar o solvente e isolar os produtos por cromatografia em coluna [acetato de etilo-

hexano].?

CO,Me IH,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo 2.19a

ZNy~C0:Me O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-

S _N-N
e hexano (1:2), acetato de etilo-hexano (I:1) e acetato de etilo] e foi obtido

como um sélido branco (90%). RMN 'H 3.86 (3H, s), 3.96 (3H, s), 4.31 (2H, aprox. t, | =
2.0), 5.25 (2H, aprox. t, | = 2.0).

COMe 3-Metil-1H,3H-pirazolo[ |,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimeti-

2\ _-Co,Me lo 2.9b

l/
S _N-N N , .
Y O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-

Me hexano (1:1) e acetato de etilo-hexano (2:1)] e foi obtido como um solido

branco (41%). RMN 'H 1.88 (3H, d, | = 4.0Hz), 3.85 (3H, s), 3.96 (3H, s), 4.24 (IH, dd, J, =
13 e),=153),432 (IH,dd, J, = 2.4 e J, =15.3), 5.62 (IH, d, | = 4.0Hz).

COMe 3-Benzil-1H,3H-pirazolo[ | ,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dime-
2

\_-Co,Me tilo 2.9¢c

S\(N_ O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-

Bn

Z~

hexano (2:1)] e foi obtido como um soélido branco (70%). p.f.: 119.7-121.1
°C (recristalizagdo com éter etilico). IV (KBr) 696, 1074, 1141, 1228, 1436, 1693 e 1741 cm
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'. RMN 'H 3.36 (IH, dd, J, = 13.6 Hz, J, = 7.2 Hz), 3.54 (IH, dd, J, = 14.0 Hz, J, = 2.8 Hz),
3.70 (IH, dd, J, = 15.2 Hz, J, = 2.4 Hz), 3.8] (3H, s), 3.99 (3H, s), 5.78-5.80 (IH, m), 7.09-
7.26 (6H, m). RMN "*C 27.4, 42.6, 51.9, 52.7, 66.7, 76.7, 77.0, 77.2, 77.3, 108.2, 127.6, 128.5,
129.8, 134.0, 148.0, 149.3, 161.7, 161.8. EMAR (EI-TOF) m/z: calculado para C;;H;(N,O,S
[M+H"] 332.0831 encontrado 332.0833.

4.3.5 Sintese de 2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazois

Procedimento da Oxidacio com MCPBA

A uma solugao do IH,3H-pirrolo[l,2-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (2.9a-c)
apropriado (1.23 mmol) em diclorometano (8.6 mL), sob atmosfera inerte e a temperatura
de 0 °C, adicionar lentamente acido 3-cloroperoxibenzéico (3 eq., 3.60 mmol). Aquecer a
temperatura ambiente e agitar a mistura reacional durante 3 h. No final da reagao lavar a
mistura com uma solugao aquosa de bissulfito de sédio a 10% (m/v) (2 x 20 mL) e com uma
solugao aquosa de hidrogenocarbonato de sodio a 10% (m/v) (2 x 20 mL). Secar a fase orga-
nica com sulfato de magnésio anidro e evaporar o solvente. Purificar os produtos por cro-
matografia em coluna [acetato de etilo-hexano] quando necessario. As alteragoes das condi-
¢oes experimentais para algumas sinteses, no que se refere a quantidade de oxidante e tem-

po de reagdo, estio devidamente assinaladas.”

COMe 2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilato de di-
7N CoMe metilo 2.1a
0,S. _N- , . .
PN Este composto foi preparado através do procedimento geral descrito,

exceto que foram utilizados 3 equivalentes de MCPBA e a mistura reacional foi agitada du-
rante 4 h. O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-hexano
(1:1), acetato de etilo-hexano (2:1) e acetato de etilo] e foi obtido como um sélido branco

(67%). RMN 'H 3.88 (3H, s), 3.98 (3H, s), 4.70 (2H, s), 5.25 (2H, s).

CO,Me 3-Metil-2,2-dioxo-1 H,3H-pirazolo[ |,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilato
75~ COMe de dimetilo 2.1b
0,S. _N- < . - R
? YN N O produto foi purificado cristalizagao com éter etilico e foi obtido como
Me

um sélido branco (57%). RMN 'H 1.89 (3H, d, | = 6.6), 3.87 (3H, s), 3.98
(H, s), 4.65 (2H, s), 5.22 (IH, q, | = 6.6).
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CO,Me 3-Benzil-2,2-dioxo- 1 H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-
z CO,Me
0,S_ N-

1; O produto foi purificado por cromatografia em coluna [acetato de etilo-

dicarboxilato de dimetilo 2.1c

Z~

hexano (1:1), acetato de etilo-hexano (2:1)] e foi obtido como um sélido branco (71%). pf.:
148.6-150.1 °C (recristalizagao com éter etilico). IV (KBr) 557, 1145, 1253, 1349, 1575, 1727
e 2952 cm™. RMN 'H 3.56-3.60 (1H,m), 3.78 (IH, dd, J, = 14.8 Hz, J, = 2.4 Hz), 3.84 (3H,s),
3.97 (IH, d, | = 16.4 Hz), 4.0l (IH, s), 447 (IH, d, ] = 16.4 Hz), 5.36 (IH, dd, J, = 8.0 Hz, |,
= 2.8 Hz), 7.19-7.20 (2H, m), 7.28-7.30 (3H, m). RMN "C 35.2, 52.1, 52.3, I11.7, 128.2,
128.9, 130.0, 131.5, 139.0, 146.2, 160.8, 161.4. EMAR (ESI) m/z: calculado para C,;H(N,O.S
[M+H"] 365.08018 encontrado 365.08023.

4.3.6 Sintese de novos derivados de esteroides via reacées de cicloadicao [8m +

2] de anides metil 1,2- diazafulvénio

Procedimentos para a cicloadicdo [8m + 2m]

Método a: Procedimento geral para a sintese assistida por micro-ondas

Preparar uma suspensao do 2,2-dioxo-|H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazole (2.la-c) (I eq,
0.28 mmol) e do dipolarodfilo (16-DPA) (I eq.,0.28 mmol) em |,2,4-triclorobenzeno (I mL).
A reagao é irradiada num aparelho de micro-ondas durante 10 — 20 minutos a 250 °C. Arre-

fecer a temperatura ambiente. Os produtos sio purificados por cromatografia.’

Método b: Procedimento geral para as condi¢cdes convencionais
Preparar uma suspensao do 2,2-dioxo-|H,3H-pirazolo[|,5-c]tiazole (2.la-c) (| eq,
0.28 mmol) e do dipolarodfilo (16-DPA) (1 eq., 0.28 mmol) em |,2,4-triclorobenzeno (I mL).

Colocar a mistura reacional a refluxo durante 4 horas. Arrefecer a temperatura ambiente.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-
dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de 16-
desidropregnenolona 2.3a

O produto foi purificado por cromatografia em coluna

[hexano, acetato de etilo-hexano (1:1) e acetato de etilo-
hexano (1:2)] e foi obtido como um sélido branco: Método a 68% e Método b 73%. p.f.
258.1-260.2 °C (recristalizagdo com éter etilico). IV (KBr) 1084, 1221, 1249, 1493, 1693,
1728, 1740 e 2943 cm™. RMN 'H 0.75 (3H, s), 0.91-0.97 (I1H, m), 1.01 (3H, s), 1.12-1.59 (7H,
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m), 1.63-1.96 (7H, m), 2.02 (3H, s), 2.20 (3H, s), 2.28-2.35 (2H, m), 3.28 (IH, d, | = 16.0 Hz),
3.34 (IH, d, ) =16.0 Hz), 3.78-3.79 (IH, m), 3.80 (IH, dd, J,= 13.2 Hz, J, = 7.2 Hz), 3.86 (3H,
s), 3.92 (3H, s), 4.32 (IH, dd, J, = 13.2 Hz, J, = 6.4 Hz), 4.55-4.61 (1H, m), 5.33 (IH, d, ]= 4.0
Hz). RMN C 16.6, 19.3, 20.7, 21.4, 24.8, 27.6, 27.7, 31.1, 31.8, 33.0, 36.1, 36.5, 36.9, 38.0,
46.1,49.3, 51.4, 51.8, 52.3, 66.4, 73.7, 110.5, 121.9, 139.7, 142.4, 143.4, 162.3, 170.5, 207.6.
EMAR (ESI) m/z: calculado para C;,H,,N,O, [M+H"] 567.30648 encontrado 567.30492.

2-Metil-1-vinil-1 H-pirrole-3,4-dicarboxilato de di-
I/ }N metilo 2.21 e mistura de 7-metil-4,5,6,7-
k tetratahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-
dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de 16-
desidropregnenolona 2.3b

Os produtos foram separados por cromatografia em co-
luna [hexano, acetato de etilo-hexano (I:1) e acetato de
etilo-hexano (1:2)] para dar, por ordem de eluicao, o 2-
metil- | -vinil-1H-pirrole-3,4-dicarboxilato de dimetilo
2.21 (20%) como um sélido branco e uma mistura de
diastereoisomeros 7-metil4,5,6,7-etratahidropirazolo[,5-
a]piridina-2,3-dicarboxilato demitilo fundido ao acetato
de |6-desidropregnenolona 2.3b (Método a 37% (75:25)
e Método b 41% (98:2), como um oleo.

2-metil- | -vinil- 1 H-pirrole-3,4-dicarboxilato de dimetilo 2.21: RMN 'H 2.54 (3H, s), 3.83 (3H,
s), 3.93 (3H, s), 5.12 (IH, d, ] = 8.0 Hz), 5.93 (IH, d, ] = 16.0 Hz), 6.94 (IH, dd, J, = 16.0 Hz e
J2 =10Hz).

Diasterioisomero maioritario  (R)-7-metil4,5,6,7-etratahidropirazolo[|,5-a]piridina-2,3-
dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona 2.3b: IV (KBr) 1029,
1184, 1477, 1700, 1729, 1741 e 2946 cm”. RMN 'H 0.75 (3H, s), 0.81-0.85 (IH, m), 0.97
(3H,s), 1.08-1.60 (I1H, m), 1.69 (11H, d, | = 6.4 Hz), 2.01 (3H, s), 2.21 (3H, s), 2.45 (IH, d, J
= 16.8 Hz), 3.46 (IH, d, ] = 10.8 Hz), 3.87 (3H, s), 3.93 (3H, s) 4.07-4.11 (2H, m) 4.53-4.59
(IH, m) 5.27 (IH, d, ] = 3.6 Hz). RMN “C 14.02, 16.4, 19.0, 20.8, 21.1, 23.1, 27.3, 27.5, 31.5,
31.9, 36.2, 36.6, 37.8, 43.6, 46.3, 49.0, 51.5, 52.2, 52,2, 54.9, 60.1, 65.4, 73.5, 109.6, 121.9,
139.3, 142.4, 143.8, 162.8, 163.1, 170.1, 170.8, 207.4. EMAR (ESI) m/z: calculado para
C;;H4N,O; [M+H™] 581.3213 encontrado 581.32062.
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Diasterioisomero minoritario (S)-7-metil4,5,6,7-etratahidropirazolo[ |,5-a]piridina-2,3-
dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona 2.20: RMN 'H 0.72
(3H, s), 0.81-0.85 (IH, m), 1.0l (3H, s), 1.08-1.60 (I IH, m), 1.69 (IIH, d, | = 6.4 Hz), 2.02
(3H,s), 2.16 (3H, s), 2.44 (I1H, d, /= 17.2 Hz), 3.29-3.44 (IH, m), 3.69 (IH, d, /= 8.4 Hz) 3.83
(3H, s), 3.90 (3H, s) 4.54-4.58 (IH, m), 5.35 (IH, d, | = 4.4 Hz).

MeO,C co,Me |-Estiril-1H-pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo

e I\ 2.22 e o (S)-7-benzil-4,5,6,7-
N
N tetratahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-
Ph dicarboxilato dimetilo fundido ao acetato de 16-

desidropregnenolona 2.3c
Os produtos foram separados por cromatografia em
coluna [hexano, acetato de etilo-hexano (l:1) e acetato

de etilo-hexano (1:2)] para dar, por ordem de eluigao, o

| -estiril-1H-pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo 2.22
(35%) e o (S)-7-benzil-4,5,6,7-tetratahidropirazolo[|,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato dimetilo
fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona 2.3c (Método a 35% e Método b 34%),

ambos como sélidos brancos.

| -estiril- 1 H-pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo 2.22.pf.: 126.0-128.2 °C literatura®; IV
(KBr) 757, 937, 1087, 1216, 1392, 1556, 1718 e 1739 cm™; RMN 'H 2.62 (3H,s), 3.86 (3H, s),
3.96 (3H, s), 7.26-7.46 (7H, m); RMN "C 10.6, 30.9, 52.7, 113.0, 123.1, 126.7, 128.5, 128.9,
134.2, 143.0, 144.5, 162.8, 163.1, 207.0. EMAR (El) m/z: calculado para C;(H,,N,O, [M+H"]
300.1110 encontrado 300.1111.

(5)-7-benzilo-4,5,6,7-tetratahidropirazolo[ |,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato dimetilo fundido ao
acetato de |6-desidropregnenolona 2.3c: p.f.: [10.1-111.9 °C (recristalizagao com éter etili-
co). IV (KBr) 1176, 1213, 1243, 1454, 1704, 1761 e 2948 cm™. RMN 'H 0.63 (3H,s), 0.78-
0.88 (4H, m), 0.95 (3H, s),1.52-1.68 (3H, m), 1.79-1.86 (5H, m), 2.0l (3H, s), 2.12 (3H, s),
253 2H,d,J = 11.2 Hz), 237 (IH, d | = 17.2 Hz), 3.02 (IH, dd, J, = 13.2 Hz, J, = 12.8 Hz),
3.34 (IH, d, | = 9.6Hz), 3.87 (3H, s), 3.94 3H, s), 3.99 (IH, d, ] = 44 Hz), 4.11 (IH, d, J =
17.2 Hz), 421 (IH, d, ] = 5.6 Hz), 4.53-4.57 (IH, m), 5.27 (IH, s), 7.26-7.28 (3H, m), 7.32-
7.36 (2H,m). RMN "C 16.6, 19.2, 20.7, 21.4, 22.6, 23.3, 25.2, 25.8, 27.4, 27.6, 29.0, 31.7,
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32.0, 32.7, 354, 36.4, 36.8, 37.9, 40.7,46.6, 49.1, 51.8, 52.4, 52.6, 60.7, 65.4, 110.0, 122.0,
126.9, 128.7, 129.1, 136.9, 139.5, 142.5, 144.3, 163.0, 163.4, 170.4, 207.6. EMAR (ESI) m/z:
calculado para C;,H,sN,O; [M+H"] 657.35343 encontrado 657.35192.

| -Clorometil-3-fenil-5-metil- 1 H-pirazole-4-

Et0,C_  Ph
I\ dicarboxilato de etilo 2.23 e o 2-fenil-4,5,6,7-
Me ‘
Nk tetratahidropirazolo[|,5-a]piridina-3-dicarboxilato
cl

de etilo fundido ao acetato de 16-
desidropregnenolona 2.3d

Os produtos foram separados por cromatografia em coluna
[hexano, acetato de etilo-hexano (l:1) e acetato de etilo-

hexano (1:2)] para dar, por ordem de eluiao, o |-

clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-dicarboxilato de

etilo- 2.23 (15%) como solido branco e o fundido ao acetato de |6-desidropregnenolona

2.3d (70%) como solido branco.

| -clorometil-3-fenil-5-metil- | H-pirazole-4-dicarboxilato de etilo 2.23: IV (KBr) 1070,
1236,1249, 1708 e 1731 cm™; RMN 'H 1.19 (3H, t, ] = 7.0 Hz), 2.73 (3H, s), 422 2H, q, ] =
4.0 Hz), 631 (3H, s), 7.39-7.62 (5H, m); EMAR (El) m/z: calculado para C,,H;sCIN,O,
[M+H"] 278.0822 encontrado 278.0817.

2-fenil-4,5,6,7-tetratahidropirazolo[ |,5-a]piridina-3-carboxilato etilo fundido ao acetato de
| 6-desidropregnenolona 2.3d: .p.f: 113.7-115.9 °C (recristalizagio com éter etilico). IV
(KBr) 1031, 1130, 1247, 1452, 1700, 1716, 1729 e 2940 cm™'; RMN 'H 0.77 (3H, s), 0.92-0.98
(IH, m), 1.02 (3H, s), 1.26-1.54 (7H, m), 1.59 (3H, s), 1.62-1.94 (7H, m), 2.03 (3H, s), 2.23
(3H, s), 2.29-2.32 (2H, m); 3.41 (2H, dd, J| = 24.2 Hz, ]2 = 24.4 Hz), 3.81-3.86 (IH, m), 4.27-
4.32 (IH, m), 4.58-4.61 (IH, m), 5.34 (IH, d, ] = 3.2 Hz), 7.36-7.37 (3H, m), 7.58-7.60 (2H,
m). RMN "C 9.80, 14.1, 16.6, 19.3, 20.7, 21.4, 25.3, 27.7, 27.9, 31.2, 31.8, 31.9, 33.0, 36.3,
36.5,37.0,46.2,49.4, 51.0, 60.0, 61.5, 63.8, 66.3, 73.7, 86.1, 107.5, 122.0, 127.6, 128.1, 129.5,
133.1, 139.6, 143.7, 163.9, 166.3, 170.5, 208.2. EMAR (ESI) m/z: calculado para C;;HN,O;
[M+H"] 599.34795 encontrado 599.34715.
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pn core 1-clorometil-4-fenil-5-metil-1H-pirazole-3-dicarboxilato de etilo
Ve /N}N 2.24
kc1 Depois de arrefecer a temperatura ambiente purificar a mistura reacional por
cromatografia em coluna [hexano] para remover o |,2,4-triclorobenzeno e seguidamente
eluir com [acetato de etilo-hexano (1:1) e acetato de etilo-hexano (2:1)]. O produto foi ob-
tido como um sélido branco (17%); IV (KBr) 1184, 1249, 1295, 1727 cm. RMN 'H 1.50
(3H, t,J = 7.2Hz), 2.27 (3H, s), 4.20 (2H, dd, J,= 14.0 Hz, J,= 14.2 Hz), 6.29 (3H, s), 7.18-7.33

(5H, m).

4.3.7 Hidrélise dos novos derivados esteroides hexaciclicos

con Acido  4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-
dicarboxilico fundido ao 16-dehidropregnenolona
Preparar uma solugao do composto derivado de esteroide

(2.3a) (leq., 0.176 mmol) em etanol (5 mL). Adicionar len-

tamente uma solugao saturada de KOH, deixar agitar a mis-
tura reacional a temperatura ambiente durante 90 minutos e controlar por TLC. Acidificar
com solugao de acido cloridrico (IM) e extrair com acetato de etilo. Apos a evaporagao
formou-se um sdélido branco que foi lavado com éter etilico (64%). p.f.: 260.2- 262.5 (recris-
talizagdo com éter etilico); IV (KBr) 1051, 1207, 1238, 1498, 1600, 1702, 1720, 2933 e 3424
cm”. RMN 'H 0.65 (3H, s), 0.85 (IH, s), 0.93 3H, s), 1.27-1.56 (7H, m), 1.63-1.98 (7H, m),
2.04- 2.07 (IH, m), 2.12 (3H, s), 3.25-3.34 (2H, m), 3.50-3.54 (2H, m), 3.78-3.83 (IH, m),
4.31-4.35 (IH, m) 5.23 (IH, s); RMN “C 14.0, 16.0, 19.1, 20.3, 24.6, 27.6, 30.7, 31.2, 31.3,
32.2, 35.8, 36.0, 36.9, 42.1, 45.3, 48.9, 50.7, 51.1, 55.0, 59.7, 66.5, 66.9, 110.7, 120.0, 141.3,
164.1, 164.6, 208.0; EMAR (ESI) m/z: calculado para C,H;N,O, [M+H"] 497.26461 encon-
trado 497.26374.

CO,H Acido (5)-7-benzil-4,5,6,7-tetratahidropirazolo[|,5-
a]piridina-2,3-dicarboxilico fundido ao 16-

dehidropregnenolona

Preparar uma solugao do composto derivado de esteroide
(2.3a) (leq., 0.176 mmol) em etanol (5 mL). Adicionar len-
tamente uma solugao saturada de KOH, deixar agitar a mistura reacional a temperatura am-
biente durante 3 h e controlar por TLC. Acidificar com solu¢iao de acido cloridrico (IM) e
extrair com acetato de etilo. Secar com sulfato de magnésio anidro, evaporar o solvente.
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Apos a evaporagao formou-se um soélido branco que foi lavado com éter etilico (50%).pf.:
241.7-245.3 °C; IV (KBr) 1432, 1496, 1637, 1716, 2937, 3446 cm™ .RMN 'H 0.39 (IH, dd, J, =
4.8 Hz, J, = 10.6 Hz), 0.58-0.59 (IH, m), 0.88 (IH, s), 0.92-0.95 (3H, m), 1.07-1.01 (4H, m),
[.17-1.39 (4H, m), 1.56-1.80 (6H, m), 2.00-2.03 (IH, m), 2.09 3H, s), 2.72 (IH, J,= 16.4 Hz),
3.00 (IH, dd, J, = 13.6 Hz, J, = 10 Hz), 3.24-3.29 (2H,m), 3.74 (IH, dd, J, = 14 Hz, |, = 4.6
Hz), 5.16 (IH, s), 7.27-7.34 (5H, m); RMN "C 16.3,19.0, 27.4, 31.3, 31.4, 34.7, 35.9, 35.7,
38.9, 39.1, 39.9, 40.1, 40.4, 46.0, 49.1, 52.4, 59.9, 65.6, 69.8, 110.4, 119.9, 126.5, 128.4, 129.2,
137.3, 141.2, 142.1,145.6, 164.2, 164.7, 207.0 EMAR (ESI) m/z: calculado para C;;H,,N,O,
[M+H"] 587.31156 encontrado 587.3117.
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