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“Sometimes fate is like a small sandstorm that keeps changing directions.
You change direction but the sandstorm chases you. You turn again, but the
storm adjusts. Over and over you play this out, like some ominous dance
with death just before dawn. Why? Because this storm isn’t something that
blew in from far away, something that has nothing to do with you. This
storm is you. Something inside of you. So all you can do is give in to it,
step right inside the storm, closing your eyes and plugging up your ears so
the sand doesn’t get in, and walk through it, step by step. There’s no sun
there, no moon, no direction, no sense of time. Just fine white sand swirling
up into the sky like pulverized bones. That’s the kind of sandstorm you need
to imagine.

And you really will have to make it through that violent, metaphysical,
symbolic storm. No matter how metaphysical or symbolic it might be, make
no mistake about it: it will cut through flesh like a thousand razor blades.
People will bleed there, and you will bleed too. Hot, red blood. You'll catch
that blood in your hands, your own blood and the blood of others.

And once the storm is over you won't remember how you made it through,
how you managed to survive. You won’t even be sure, in fact, whether the
storm is really over. But one thing is certain. When you come out of the
storm you won'’t be the same person who walked in. That’s what this
storm’s all about.”

— Haruki Murakami, Kafka on the Shore
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RESUMO

Esta dissertacdo de mestrado surge como continuidade de um pro-
jeto prévio e teve como principal objectivo a sintese de novos es-
teroides contendo anéis heterociclicos que apresentem potencial ati-
vidade anticancerigena.

Os esterdides encontram-se amplamente distribuidos pela natureza
e apresentam uma vasta variedade de atividades bioldgicas. Para
além da tipica elevada actividade hormonal dos esteroides, estes, po-
dem também exibir potente actividade antimicrobial, anti-inflamatéria
e anticancerigena. Contudo, a introdugdo de heteroatomos ou anéis
heterociclicos na estrutura base de um esteréide resulta usualmente
na modificacdo das suas propriedades biolégicas, podendo mesmo
aumentar a citotoxicidade contra certas linhas celulares tumorais. Na
realidade, uma das estratégias de design de inibidores do CYP17y,
que demonstram potencial no tratamento do cancro da prostata e
da hiperplasia benigna da préstata, passa pela introducdo de anéis
heterociclicos ligados ao anel D do esteroide.

Neste ambito, explorou-se a reatividade de novos anides metil 1,2-
diazafulvénio na presenca de diversos substratos esteroides. Neste
projeto foram utilizados trés esterdides que contém uma ligacdo du-
pla ativada no anel D: o acetato de 16-desidropregnenolona, a 16-
desidropregnenolona e a 16-desidroprogesterona. Estes substratos es-
teroides, que actuam como dipolaréfilos, intercetaram os 1,7-dipolos
numa reagao de cicloadicdo [8n+21], dando origem a novos esteroides
hexaciclicos quirais que contém um heterociclo fundido ao anel D.

O projecto de mestrado apresentado nesta dissertacdo iniciou-se
com a sintese dos 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-6-carboxilato e 1H-
,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-7-carboxilato que, através da extrusdo
térmica de SO,, geraram novos anides metil 1,2-diazafulvénio. Foram
igualmente sintetizados novos 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles con-
tendo grupos hidroxilo ligados ao anel pirazolo, quer livres, quer pro-
tegidos, com o intuito de aumentar a hidrofilicidade dos esteroides
hexaciclicos formados. Contudo, partindo destas sulfonas contendo
grupos hidroxilos, ndo foi possivel observar a formagdo do cicload-
uto resultante da cicloadi¢do [8n+21] dos respectivos anides metil di-
azafulvénio. Através da reacdo de diferentes anides metil diazaful-
vénio com os subtratos esteroides anteriormente mencionados foram
obtidos 12 novos esteroides hexaciclicos, derivados do ntcleo preg-
nenolona e do ntcleo progesterona. Foi igualmente efectuada a hidroli-
se e reducdo dos grupos ésteres presentes de alguns dos esteroides
hexaciclicos preparados. Neste trabalho foi igualmente discutida a es-
tereosseletividade dos esteroides hexaciclicos quirais, analisando os
resultados dos célculos quénticos realizados ao nivel DFT. Os resulta-



dos indicam que a cicloadigdo endo da conformagdo mais estavel do
dipolo, cujo substituinte em C1 aponta para fora, é significativamente
mais favoravel do que a alternativa endo.

Os esteroides contendo grupos C-20 oximas apresentam-se como
potenciais inibidores duais da CYP17 e da 50-reductase, demonstrando
também potencial no tratamento da hiperplasia benigna da prostata.
Neste projecto de investigagdo foi planeada uma estratégia para a
obtencdo de derivados pregnenolona contendo um grupo C-20 oxi-
ma com um heterociclo em posicdo o, através da reagdo hetero Diels-
Alder de nitrosoalquenos, originados in situ a partir de oximas o-
halogenadas, com anéis heterociclicos. Todavia, ndo foi possivel a
sintese da oxima o-halogenada, ndo se obtendo os cicloadutos pre-
tendidos. Partindo do composto C21-halogenado foi contudo possivel
sintetizar um novo esteroide pentaciclico numa reacédo one pot.
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ABSTRACT

This dissertation arises as a continuation of a previous project and
aims the synthesis of new steroids with D ring fused heterocycles
with potential anticancer activity.

Steroidal compounds are widely existent in natural world and dis-
play a variety of biological activities Along with high hormonal activ-
ity typical of steroids, they usually exhibit potent antimicrobial, anti-
inflammatory and anticancer activity. However, the introduction of
heteroatoms or heterocycles in the structure of the maternal steroids
often results in changes of its biological properties, for example, en-
hancing the cytotoxicity against some tumor cell lines. Indeed, the
introduction of heteroatoms or heterocycles in the D ring is one of
the strategies adopted for the design and development of CYP17 in-
hibitors, that show remarkable potential for the treatment of benign
prostatic hyperplasia and prostate cancer.

In this context, the reactivity of novel diazafulvenium methides
in the presence of several steroidal scaffolds was explored. In this
project three different steroidal scaffolds, with an activated double
bond present in the D ring, were used: 16-dehydropregnenolone ac-
etate, 16-dehydropregnenolone and 16-dehydroprogesterone. These
steroid substrates, which act as dipolarophiles, intercepted the 1,7-
dipoles, participating in a [8n+27] cycloaddition and originating novel
hexacyclic chiral steroids containing a D-ring fused heterocycle.

This master thesis’s project began with the synthesis of methyl 2,
2-dioxo-1H,3H-pyrazolo[1,5-c][1,3]thiazole-6-carboxylate and methyl
2,2-dioxo-1H,3H-pyrazolo[1,5-c][1,3]thiazole-7-carboxylate, that gener
ated the respective diazafulvenium methides by thermal extrusion
of sulfur dioxide. Furthermore, novel 2,2-dioxo-1H,3H-pyrazolo[1,5-
c][1,3]thiazole containing hydroxyl substituents, either free or pro-
tected, were synthesized in order to increase the hydrophilicity of
the synthesized steroids. Nevertheless, the diazafulvenium methides
generated from these sulfones didn’t undergo [8n+2n] cycloaddition
in the presence of 16-dehydropregnenolone acetate. By reacting differ-
ent diazafulvenium methides with steroid scaffolds aforementioned,
it was possible to obtain 12 hexacyclic steroids, derived from preg-
nenolone and progesterone nucleus. Similarly, the hydrolysis and re-
duction of the hexacyclic steroids” ester substituents was performed.
The stereoselectivity of these novel hexacyclic chiral steroids was also
discussed, by the analysis of quantum calculations at DFT level. The
results indicate that endo cycloadditions of the more stable dipole
conformation, having the 1-substitutent pointing outward, are signif-
icantly more favorable than the alternative exo cycloaddition.
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Steroids that contain a C-20 oxime group also show potential for
the treatment of benign prostatic hyperplasia, as they can be seen as
potential CYP17 and s5o-reductase dual inhibitors. In this project, a
strategy for the synthesis of C-20 oximes bearing an heterocycle in
the alpha position, derived from pregnenolone nucleus, was planned.
This strategy would involve the hetero Diels-Alder reaction of ni-
trosoalkenes, generated in situ from alpha-halogenated oximes, with
heterocycles. However, the alpha-halogenated oxime synthesis was
unsuccessful and the cycloadducts couldn’t be obtained. Starting from
C-21 halogenated steroid was however possible to synthesize a novel
pentacyclic steroid in an one pot reaction.
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NOMENCLATURA

A nomenclatura utilizada nesta dissertacdo de mestrado segue
as regras gerais da nomenclatura IUPAC." Foi utilizado o sistema
Hantzch-Widman para a nomenclatura de anéis fundidos.?

A nomenclatura dos anides metil diazafulvénio foi adaptada do in-
glés diazafulvenium methide, considerando o catido diazafulvénio como
um substituinte do anido metilo. A nomenclatura de heterociclos con-
tendo nitrogénio, pirrole e imidazole foi igualmente adaptada do in-
glés pyrrole e imidazole.

Na nomenclatura dos esteroides seguiram-se as regras gerais da
nomenclatura IUPAC de acordo com a numeracdo apresentada na
seguinte figura:3

1 Fernandes, A. C., Herold B., Maia H. et al - Guia IUPAC para a Nomenclatura
de Compostos Organicos (Tradugdo portuguesa nas variantes europeia e brasileira),
Lidel: Lisboa, 2002.
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3 Campos, S. Luis; Mourato, Miguel - Nomenclatura dos Compostos Organicos. 2 Ed.
Lisboa: Escolar Editora, 2002, ISBN 972-592-149-6
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Parte I

INTRODUCAO

Neste capitulo é inicialmente abordada a estrutura dos es-
teroides e a estereidogénese, analisando-se posteriormente
as propriedades farmacolégicas que esta classe apresenta.
A propriedade anticancerigena dos esteroides é analisada
em maior detalhe, apresentando uma visdo global dos
vdarios alvos enzimdticos. Para terminar este capitulo, é
feita uma revisdo do estado da arte das reac¢des que levam
a formagdo de esteroides pentaciclicos com maior énfase
nos que contém anéis heterociclicos.






ESTEROIDES: ESTRUTURA E PROPRIEDADES
FARMACOLOGICAS

1.1 ESTRUTURA E BIOSSINTESE

Os esteroides sao um grupo de lipidos que compreende uma grande
variedade de estruturas presentes na natureza, quer em estruturas an-
imais quer em vegetais. Desempenham fung¢des importantes, in vivo,
tais como hormonas, provitaminas e regulam uma grande variedade
de processos de desenvolvimento e fisiologicos desde a vida fetal até
a fase adulta. As hormonas esteroides sdo todas sintetizadas a partir
do colesterol 1.2 e apresentam estruturas semelhantes baseados na es-
trutura cldssica de 4 anéis 1.1, estrutura esta que foi determinada em
meados dos anos 30. (Fig. 1) [1] Os anéis da estrutura do esteroide po-
dem sofrer inversdo na configuragdo, apresentando pelo menos um
sistema de anéis fundidos, anéis A e B, na configuracdo cis (H-5 na
posigdo {3) ou na configuragdo trans (H-5 na posicdo «). A fusdo dos
anéis B e C e dos anéis C e D é usualmente trans.

11 1.2

Figura 1: Estrutura basica do esteroide e estrutura do colesterol e respetiva
numeracao.

O processo pelo qual o colesterol é transformado em hormonas
esteroides biologicamente ativas denomina-se esteroidogénese (Fig.
2). Estas hormonas lipidicas sdo sintetizadas nos testiculos, ovarios e
cortex adrenal por sucessivas transformagdes enzimaticas do anel ci-
clopentanofenantreno do colesterol, o percursor metabélico de todos
os esteroides.[2] Vdrios tipos de esteroides sdo sintetizados bioquimi-
camente pelo corpo humano envolvendo a conversdo de colesterol
(C27) em progestinas (C21), seguidos de androgéneos (C19) e final-
mente estrogéneos (C18) envolvendo diversas enzimas.[3]
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Figura 2: Representacdo esquemadtica da esteroidogénese.

As enzimas esteroidogénicas pertencem a dois grupos: enzimas do
complexos citocromo P450 e hidroxiesteroide desidrogenases. A elu-
cidagdo do papel exato destas enzimas e cofatores foi facilitada pela
identificacdo de bases genéticas de disttirbios raros na esteroidogénse.
A compreensdo da esteroidogénese é fundamental para perceber vérios
distarbios na diferenciagdo sexual, reproducdo, fertilidade, hiperten-
sdo e obesidade.[4]

O isolamento de algumas das enzimas chave das vias da esteroidogé-
nese e a clonagem de muitos dos seus cDNAs e dos genes nos anos
8o mostrou que existe um menor niimero de enzimas comparando
com o nimero de rea¢des, uma vez que, na maioria dos casos, uma
certa reagdo € catalisada pela mesma enzima em todos os tecidos. Isto
permite que se analise a esteroidogénese como sendo um processo
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simples repetido em cada glandula com apenas pequenas varia¢des
especificas do tipo de células em que ocorre.

1.2 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

Desde a sua identificagdo em 1935, os esteroides tém sido utiliza-
dos no tratamento de um largo espetro de doencas. Inicialmente,
quando foram isolados nas glandulas adrenérgicas, pensou-se que
apenas seriam tteis no tratamento de doentes que sofriam da doenga
de Adison.[5] Nos anos 40 resultados preliminares de estudos far-
macolégicos sugeriram que os esteroides poderiam ser potenciais
fdrmacos em dreas tdo distintas quanto contracetivos orais e anti-
inflamatoérios.[1] Atualmente, o uso dos esteroides estd particular-
mente relacionado com as suas propriedades anti-inflamatérias e de
modelagdo do sistema imunitédrio.[6] Devido a sua importancia e ao
seu largo espectro de propriedades farmacolégicas continuam a ser
alvo de estudo para o desenvolvimento de novos farmacos, sendo que
uma pequena alteragdo na estrutura do esteroide pode desencadear
uma resposta biolégica completamente distinta.[3] A maioria dos far-
macos desenvolvidos sdo sintetizados partindo de outros nicleos es-
teroides, apesar de alguns esteroides poderem ser obtidos através da
sua sintese total.

Os esteroides apresentam algumas propriedades muito particulares
e uteis no desenvolvimento de novos farmacos. Usualmente o pro-
cesso pelo qual a grande maioria das moléculas efectoras regula as
varias fung¢des do organismo comega com a ligagdo desses compostos
aos recetores transmembranares presentes na superficie das células.
Esta ligacdo aos recetores conduzird a libertacdo de segundos men-
sageiros. Contrariando isto, os esteroides atuam inteiramente no nu-
cleo celular. Os compostos atravessam as membranas celulares rela-
tivamente rdpido, um processo atribuido ao seu cardcter lipofilico.
Quando no citoplasma, o esteroide pode sofrer algumas alteracdes
quimicas. Os esteroides ou os seus produtos transformados ligam-se
posteriormente ao recetores nucleares presentes no fltido intracelu-
lar especificos da hormona esteroide. Algumas classes de esteroides,
como os estrogénios, formam complexos com os recetores de estrogé-
nio nucleares, entrando de seguida no nicleo celular. Naquele local,
o complexo interage com a regido celular do DNA especifica daquela
hormona em particular, ativando uma cadeia que resulta na sintese
de uma nova proteina.[1]

Sao conhecidos diversos esteroides com aplica¢do farmacéutica como
agentes anti-inflamatérios, antivirais, antitumorais, entre outros (Fig.
3)-

Os esteroides como anticancerigenos podem ser vistos como anti-
hormonais e anti-proliferativos inibindo a biossintese através de ini-
bicdo enzimatica, atuando como inibidores dos recetores ou como
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Figura 3: Representacdo esquematica de classes de esteroides que apresen-
tam propriedades farmacolégicas.

citotéxicos, apresentando citotoxicidade através de um alvo ndo hor-
monal. Os inibidores enzimdticos podem ser inibidores da esteroide
sulfatase (STSI), inibidores da aromatase (Al) ou inibidores da hidroxi-
esteroide dehidrogenase (173-HSDI), que serdo analisados em maior
detalhe na proxima seccdo. Os inibidores de recetores podem ser
antiestrogénicos ou antiandrogénicos.

Os glucocorticéides, outra classe importante de esteroides, sao utili-
zados como agentes de primeira linha para o tratamento de vérias
doencas inflamatoérias crénicas como a asma, artrite reumatoéide e
dermatites.[7] Os glucocorticéides inibem o processo inflamatério por
varios mecanismos: redirecionando o trafico de linfécitos, inibindo a
expressdo do gene citoquina e inibindo a expressdo de moléculas de
adesdo. Estes aumentam também a sintese da anexina-1 e reprimem
a atividade da forma indutivel da sintase de 6xido nitrico (iNOS).[8]
Em Portugal existem varios corticosteroides aprovados pelo Infarmed
nomeadamente os glucocorticéides dexametasona 1.20 e prednisolona
1.21 e 0 mineralocorticéide fludrocortisona 1.22 (Fig. 4).

Os esteroides enddégenos podem também interagir com recetores
transmembranares e recetores ionotrépicos (GABA e NMDA) alteran-
do a excitabilidade neuronal, sendo conhecidos por esteroides neu-
roativos. A alopregnanolona 1.23 e a pregnanolona exercem agdes
inibitérias na neurotransmissao, aumentando a transmissao gabaér-
gica, enquanto que outros neuroesteroides como o sulfato de preg-
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Figura 4: Representacdo da estrutura de corticosteroides.

nenolona exercem efeitos excitatérios na neurotransmissao, atuando
como moduladores alostéricos negativos do receptor GABA (Fig. 5).[9,
10] Destes esteroides neuroativos varios tém aplicagdo na medicina, a
Alfaxolona 1.24 é utilizada como anestésico geral em medicina veteri-
nédria e a Galaxona 1.25, um derivado do esteroide endégeno alopreg-
nanolona, encontra-se em ensaios clinicos de fase II para o tratamento
de um tipo de epilepsia.[11, 12]

1.23 1.24 1.25

Figura 5: Representagdo da estrutura de esteroides neuroativos.

Alguns derivados de esteroides podem também apresentar ativi-
dade antimaldrica, existindo varios estudos com derivados da dios-
genina, como é exemplo o composto 1.26 (Fig. 6). A presenga de
uma ligagdo dupla entre o carbono 4 e 0 5 e de um grupo carbonilo
no carbono 3 parecem ser indispensdveis para a atividade antiplas-
modial presente em alguns esteroides.[13] Singh e colaboradores re-
portaram 1,2,4-trioxanos baseados na estrutura dos pregnanos efi-
cazes contra a malédria multi-resistente, apresentando excelentes re-
sultados em testes in vivo em murganhos. [14]

Os witandlidos representam outro grupo interessante de esteroi-
des, derivados do ergostano, oxidados em C-1 e contendo uma &-
lactona em C22,26.[15] Este grupo de esteroides encontrados na na-
tureza, em plantas, animais e outros organismos, exibe diversas pro-
priedades biolégicas, como antimicrobial, anti-inflamatério, hepato-
protetora e anti-tumoral. Alguns witandlidos apresentam citotoxici-
dade e grande interesse como quimiopreventivos no cancro, sendo
potenciais indutores na redutase da quinona e inibidores seletivos
na enzima COX-2.[16] A witaferina A 1.28, primeiro witanoélide iso-
lado da planta medicinal Withania somnifera em 1965, é um potente
agente antiangiogénico e um inibidor da proteina vimentina, inibindo
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a invasdo e metéastases de células do cancro da mama.[17] A witafe-
rina A induz também a geracdo de espécies de oxigénio reativas e dis-
fun¢des mitocondriais em células cancerigenas, desencadeando even-
tos responsaveis pela promogado de vérias vias de apoptose.[18]

Alguns esteroides, andlogos da progesterona substituidos em C-7,
foram identificados como potentes inibidores da bomba de efluxo
da glicoproteina-P. O produto do gene MDR1 tem sido associado
ao fenétipo expresso por vdrios tipos de cancros que apresentam re-
sisténcia a madltiplos fdrmacos. Os compostos andlogos da proges-
terona foram testados em células do cancro de mama com a trans-
dugdo do gene MDR1, medindo a sua capacidade de influenciar a
acumulacédo intracelular de vimblastina e doxorrubicina, conhecidos
substratos da bomba de efluxo da glicoproteina-P. O composto 1.27
apresentou resultados superiores ao verapamil e equivalentes a ci-
closporina A.[19]

Os esteroides cardioténicos representam um grupo de compostos
naturais com a capacidade de influenciar o ritmo cardiaco aumen-
tando a forca contractil do miocardio. O ntcleo esteroide dos es-
teroides cardioténicos é muito caracteristico e diferente do sistema
de anéis normal, uma vez que os anéis A/B e C/D apresentam-se
fundidos em cis e o0 B/C em trans. A digoxina 1.29, um dos es-
teroides cardioténicos mais utilizados, é usado para varias patologias
cardiacas. O seu principal mecanismo de agdo envolve a inibi¢do da
Nat/K* ATPase, que mantém as concentracdes de K* elevadas e
as de Na™ baixas no citoplasma, maioritariamente no miocérdio.[20]
Desta forma, aumentam a concentragdo intracelular de Na*, que por
sua vez produz um aumento na concentracéo intracelular de Ca®",
levando ao aumento da contratibilidade do miocérdio.

Figura 6: Exemplo de esteroides que apresentam propriedades farmacolégi-
cas.
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Um estudo detalhado dos mecanismos da apoptose induzida pela
digoxina e pela digitoxina revelou que estes compostos causam uma
significante downregulation da expressao de varias proteinas induzi-
das por interferdes, juntamente com a sobre-expressdo de membros
da familia aldo-ceto redutase, interferindo nas defesas anti-oxidantes
das células. Alguns estudos apontam também para a diminui¢do da
migracdo e invasado de varios tipos de células cancerigenas pela digo-
xina e 0s seus efeitos antiangiogénicos. Os esteroides cardioténicos
inibem também a secrecdo de fatores de crescimentos dos fibroblastos
em células cancerigenas que secretam niveis elevados desses fatores
de crescimento responsaveis pela promocao da angiogénese.[15]
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2.1 CANCRO DA MAMA

O cancro da mama é o cancro do tecido glandular mamario. De
entre as mulheres europeias, o cancro da mama é a principal causa
de morte por cancro, causando uma em cada seis das mortes que
ocorrem por cancro.[21] Em Portugal, dados da Direcdo Geral da
Satide apontam para uma taxa bruta de incidéncia de 57,94, superior
a taxa padrdo europeia. O cancro da mama ¢é a patologia com maior
incidéncia na populagdo feminina, apresentando uma taxa bruta de
110,12.[22] Os estrogénios sdo necessdrios para o crescimento e de-
senvolvimento do tecido normal mas sdo também responséveis pela
promogdo de certos tipos de tumores tais como: hiperplasia da prés-
tata, cancro da prostata, endometrial mas principalmente cancro da
mama.[23, 24] Segundo a literatura, uma exposi¢do aumentada ao
estradiol (1.15) é um dos fatores de risco mais determinantes para a
progressdo e desenvolvimento de tumores mamadrios, sendo que entre
95-97% dos casos, na sua fase inicial, sdo sensiveis ao estradiol.[25] O
cancro da mama tem maior incidéncia em mulheres pés-menopausa,
uma vez que o funcionamento dos ovarios é cessado bem como o
controlo da hipéfise sobre a produgdo de estrogénios. Nestes casos, a
biossintese de estrogénios ocorre maioritariamente nos tecidos peri-
féricos como figado, pele e tecido adiposo.[26] Apesar de, por essa
razdo, apresentarem baixos niveis de estrogénios no sangue, a con-
centracdo destas hormonas nos tecidos sdo surpreendentemente ele-
vadas comparativamente com as concentra¢des encontradas nos teci-
dos normais.[27] A concentracdo de estradiol nos tecidos no carci-
noma da mama é 5 vezes maior do que no plasma em mulheres
pré-menopausa e 23 vezes maior em mulheres pés-menopausa.[28]
Estes dados sugerem a existéncia de uma via biossintética nos tu-
mores que leva a acumulagdo destas hormonas. Varios fatores po-
dem estar implicados neste processo, quer o aumento do uptake de
esteroides provenientes do plasma, quer a formagdo do potente es-
trogénio, estradiol, pelo tecido mamadrio cancerigeno. Este tecido con-
tém todas as enzimas responsdveis pela biossintese local de estradiol
partindo dos seus percursores presentes no plasma. Existem duas
vias principais implicadas na formacdo de estradiol nestes tecidos: a
via da aromatase que transforma androgénios em estrogénios; e a via
da sulfatase que converte sulfato de estrona (1.19) em estrona (1.14),
convertida posteriormente em estradiol pela atividade redutiva da
173-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1.[28] Os inibidores destas
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enzimas tém sido utilizados como anticancerigenos, apresentando ex-
celentes resultados e eficacia no cancro da mama, especialmente os
inibidores da aromatase como o letrozole 2.1, apresentando resulta-
dos superiores ao tamoxifeno 2.2 (Fig. 7).[29]

L\ 7]
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Z \\N o/\/N\

P
N
2.1 22

Figura 7: Representacdo da estrutura do letrozole 2.1 e do tamoxifeno 2.2.

2.1.1 Aromatase

A aromatase é a enzima responsével pelo passo-chave, e limitante,
na biossintese de estrogénios, sendo um fator importante no desen-
volvimento sexual das caracteristicas femininas. E um membro da su-
perfamilia citrocromo P450, produto do gene CYP19, e é responsavel
pela aromatiza¢do de androgénios (C19) em estrogénios (C18) por su-
cessivas hidroxila¢ées, elimando o carbono 19 sob a forma de acido
férmico.[30] Esta enzima é maioritariamente expressa nos ovarios e
na placenta, estando também presente em baixo nivel noutros tecidos,
incluindo cérebro, tecido mamario, vasos sanguineos, 0ssos. Apesar
do seu papel importante a aromatase encontra-se sobre-expressa em
tecidos de cancro da mama. Os inibidores da aromatase (Als) tém
sido vistos como uma valiosa alternativa ao tamoxifeno. De facto,
estudos recentes demonstraram que a 3° geracdo de Als pode ser
usada como agente de primeira linha contra tumores sensiveis ao es-
trogénio em doentes do sexo feminino pés-menopausa com cancro
da mama em estado avangado. Estes compostos poderdo também ser
usados para quimioprevencdo, uma estratégia na qual o tamoxifeno
ja demonstrou reduzir a incidéncia de cancro da mama.[31] Os Als
podem-se dividir em inibidores tipo I ou tipo II. Os inibidores tipo I
sdo andlogos da androstenediona (1.9) ligando-se ao mesmo local da
enzima (ex: exemestano 2.3). A testolactona 2.4 é usada no tratamento
de cancro da mama em estado avancado e o composto 2.5 apresenta
resultados préximos dos do letrazole, apresentando um IC50 de 11.8
nM (Fig. 8). Os inibidores do tipo II sdo ndo-esteroides e ligam-se
reversivelmente ao grupo heme da enzima através de um dtomo de
azoto bésico (ex: anastrozole e letrozole).
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Figura 8: Representacdo da estrutura de inibidores da aromatase.

2.1.2 Esteroide Sulfatase

A esteroide sulfatase (STS) é uma enzima microssomal e é uma pro-
teina integral de membrana do reticulo endoplasmaético. A STS é ex-
pressa em varios tecidos, incluindo a placenta e a pele. Pertence a su-
perfamilia sulfatase e catalisa a hidrélise reversivel de vérios sulfatos
de esteroide como o sulfato de desidroepiandrosterona e o sulfato de
estrona. O passo inverso é catalisado pela enzima sulfotransferase e,
em condi¢des normais, esta reacdo encontra-se em equilibrio com a
promovida pela sulfatase.[32] O sulfato de estrona é a principal fonte
de esteroides activos nos tumores de cancro da mama dependente
de hormonas, sendo produzida dez vezes mais estrona por esta via
do que pela via da aromatase, e tem um tempo de vida significati-
vamente maior do que a estrona.[33] Os sulfatos de esteroides sdo
altamente polares e por isso ndo tém afinidade para o receptor de
estrogénios. Estes sulfatos funcionam como um reservatério de es-
trogénios protegendo os tecidos periféricos de uma estimulagdo ex-
cessiva. A expressdo de mRNA da STS é maior no tecido de carci-
noma da mama e tem sido associada a progressao da doenga. A sua
atividade aumentada tem sido também detectada noutros tipos de
cancro como o carcinoma endomentrial, carcinoma dos ovéarios e da
prostata.

Durante a dltima década foram desenvolvidos vérios inibidores po-
tentes da sulfatase, estruturalmente distintos, destacando aqueles que
contém um grupo sulfamato numa posi¢do arilica (Ar — OSO;NH;),
um farmacéforo para a inibigdo irreversivel da esteroide sulfatase. A
3-O-sulfamato de estrona 2.6 é o protétipo deste tipo de inibidores,
contendo um grupo sulfamato na posigdo 3 (Fig. 9). Apesar de apresen-
tar uma potente e irreversivel inibigdo da esteroide sulfatase, este
composto exibe fortes propriedades estrogénicas, limitando o seu
potencial uso no tratamento do cancro da mama.[15] Os inibidores
da STS de 1° geragdo sdo puramente inibidores hormonais sendo
citostaticos. Por sua vez os de 2° geragdo, andlogos do 2-metoxiestra-
diol, sdo inibidores com uma agao dual, inibindo igualmente a polimeri-
zagdo da tubulina, sendo por isso citotéxicos.[34] O composto 2.7,
analogo do 2-metoxiestradiol, apresenta um Gls0 de 0.07 uM em
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Figura 9: Representagdo da estrutura de inibidores da esteroide sulfatase.

células MCF-7, bem como atividade antiangiogénica e indugdo da
apoptose.[35] Encontram-se em estudo inibidores da STS de 3° gera-
¢do que, para além de inibirem a STS, inibem a aromatase.[36] O com-
posto 2.8 é o exemplo de um inibidor de 3" geragdo, apresentando um
IC50 de 0.2 nM e 2.5 nM para a aromatase e STS, respectivamente.
Este composto interage com a aromatase através da ligagdo do par de
eletrdes livres do dtomo spz de azoto do imidazole ao grupo heme
da aromatase.

2.1.3 17B-hidroxiesteroide desidrogenase

As 173-HSD sdo um grupo de alcool oxidoredutases que catalisam
a desidrogenacdo de 17-hidroxiesteroides na esteroidogénese. Como
referido na secc¢do anterior, o sulfato de estrona € a principal fonte de
esteroides activos nos tumores de cancro da mama. O sulfato de es-
trona é convertido em estrona apds a acdo da esteroide sulfatase, que
é posteriormente convertida em estradiol apds a a¢do redutiva da en-
zima 173-HSD1. Por estas razdes a enzima 173-HSD1 é também vista
como um potencial alvo terapéutico que tem atraido a atengdo da
comunidade cientifica.[37] Esta enzima foi localizada no citoplasma
de células epiteliais malignas no cancro da mama. Estudos in vitro
e in vivo, apOs infusdo de estrogénios marcados isotopicamente em
doentes pés-menopausa com cancro da mama, mostraram que a agao
redutiva da enzima estd aumentada em relagdo a sua acdo inversa
oxidativa.[28] A desidroepiandrosterona (1.5 DHEA) pode também
ser reduzida por agdo da 173-HSD em androstenediol (1.6) que, ape-
sar de ser um androgénio, liga-se ao receptor de estrogénios e es-
timula o crescimento de tumores mamadrios induzidos in vivo em
murganhos.[37, 38] Recentemente Allan e colaboradores reportaram
a descoberta de inibidores seletivos da 173-HSD tipo I que demons-
tram potencial para o tratamento do cancro da mama, dos quais sdo
exemplo os compostos 2.9-2.11 (Fig. 10).[37]

2.2 CANCRO DA PROSTATA E BPH

A prostata é uma glandula do sistema reprodutor masculino, lo-
calizada abaixo da bexiga e a volta da uretra, cujo papel principal
é secretar um fluido ligeiramente acidico que constitui 50-75% do
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Figura 10: Representacdo da estrutura de inibidores da 173-HSD.

volume do sémen. Esta glandula é um orgao dependente de androgé-
neos e portanto, estes, sdo fundamentais para o seu crescimento e
fungdo. A prostata pode ser afetada por vérias doengas, sendo as mais
conhecidas o cancro da proéstata e a hiperplasia benigna da prostata.
Na Europa, o cancro da préstata apresenta-se como a segunda causa
de morte mais comum por cancro em homens, afetando preferencial-
mente a populacdo do sexo masculino acima dos 8o anos.[21] Dados
da Direcdo-Geral da Satide apontam para uma taxa bruta de incidén-
cia de 108,81, colocando-o como o tipo de cancro mais incidente em
Portugal e 25 pontos acima da taxa padrdo europeia.[22]

A Hiperplasia benigna da préstata (BPH), por sua vez, é caracte-
rizada pelo aumento dos tecidos glandulares e fibromusculares, re-
sultando na formagdo de nédulos na regido periuretral da proéstata.
Esta formagdo de nédulos pode levar a obstrugdo total ou parcial da
uretra levando ao aparecimento de varios sintomas como hesitancia
urindrio, polaquitiria e retengdo urindria.

Cerca de 90-95% dos androgéneos circulantes sdo produzidos nos
testiculos, sendo os restantes 5-10% sintetizados nas glandulas adre-
nais. Em 1944, Moore e colaboradores reportaram que a inexisténcia
de atividade testicular em homens apés os 40 anos prevenia o de-
senvolvimento da Hiperplasia Benigna da Préstata (BPH), bem como
de cancro da prostata. Por essa razdo, a abordagem classica ao trata-
mento do cancro da préstata dependente de hormonas envolve a cas-
tragdo, quer cirtrgica ou quimica.[39, 40] Apesar dos bons resulta-
dos apresentados por esta estratégia, apds a terapia de diminuicao
dos niveis de androgéneos alguns casos apresentam resisténcia ao
tratamento, aumentando a sensibilidade a niveis muito baixos de
androgéneos. O mecanismo proposto para esta resisténcia envolve
o aumento da expressdo do receptor de androgéneos e o aumento
da produgdo local de androgéneos para compensar a diminuicdo
de testosterona circulante. As células tumorais apresentam também
uma hipersensibilidade ao efeitos do fatores promotores de cresci-
mento da 5-dihidrotestosterona (1.11 DHT).[41] Estudos indicam que
o cancro da prostata resistente a castracdo (CRPC) continua a ser
impulsionado pela via de sinalizacdo dos recetores de androgéneo
(AR). Os ensaios clinicos de fase I do acetato de abiraterona 2.12, ini-
bidor do CYP1y, mostraram isso mesmo, uma vez que resultou na
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Cl Cl

2.12 2.13

Figura 11: Representacdo da estrutura do acetato de abiraterona e do ceto-
conazole.

diminuicdo do antigénio especifico da prostata (PSA).[42] Este far-
maco foi aprovado pela FDA, em 2011, para o tratamento do CRPC.

O crescimento do cancro da préstata depende da relagdo entre as
células em proliferagdo e as células em morte celular. Os androgéneos
sdo os principais reguladores dessa relagdo, estimulando a prolife-
ragdo celular e inibindo a apoptose. As hormonas androgénicas, em
particular a testosterona e a DHT exercem os seus efeitos na prostata
através da ligagdo aos AR, iniciando a transcri¢do que desencadeia
a sintese de proteinas especificas e também proliferagdo celular. Por
estas razdes, uma das estratégias clinicas para o tratamento do cancro
da préstata e da BPH envolve a reducdo do nivel de androgéneos,
inibindo as enzimas chave envolvidas na biossintese de androgéneos,
tais como a sa-redutase e o CYP17.[43] O antimicético cetoconazole
2.13, que é também um inibidor do CYP17 foi usado com sucesso no
tratamento de cancro da préstata (Fig. 11).[44]

A STS, referida anteriormente, catalisa também a conversio de DHEA
em sulfato de DHEA, podendo também desempenhar um papel im-
portante na producdo intratumoral de androgéneos. Os estrogéneos
sdo também considerados um fator importante associado a prolifera-
¢do de células do carcinoma da proéstata.[45]

2.2.1 5o-redutase

A so-redutase é uma enzima dependente do NADPH catalisa a
conversdo irreversivel da dupla ligacdo C4,5 da testosterona (1.10)
no correspondente 3-oxo-5a-esteroide (1.11). O mecanismo desta con-
versdo envolve a ligagdo do cofator e posteriormente do substrato
formando um complexo tercidrio. Apesar da testosterona ser o princi-
pal substrato desta enzima, esta reagdo ocorre com outros esteroides
enddégenos. A familia das sa-redutases é composta por trés isoenzi-
mas, sendo a tipo I e tipo II as mais conhecidas. A isoforma I é a
forma dominante, pode ser encontrada na pele, no figado, rins, cére-
bro e pulmdes. A atividade desta isoforma encontra-se aumentada
principalmente no cancro da préstata tendo maior influéncia do que
na BPH. A isoforma II, para a qual a testosterona tem maior afinidade,
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2.14 2.15 2.16

Figura 12: Representacdo da estrutura de inibidores da s5a-redutase.

predomina na préstata e noutros tecidos genitais e desempenha um
papel fundamental na BPH. [46].

A so-redutase é uma enzima que se encontra ligada as membranas
microsomais possuindo portanto um elevado niimero de aminodci-
dos hidrofébicos distribuidos ao longo da sua estrutura, o que sugere
que seja uma proteina intrinseca da membrana. Por esta razado, a pro-
teina ainda ndo foi purificada devido a sua natureza instavel e a sua
estrutura cristalina permanece desconhecida. Como tal, o design de
inibidores tem sido baseado maioritariamente no conhecimento atual
da estrutura dos substratos, no mecanismo da enzima e em infor-
magdes prévias sobre relagdes de estrutura-atividade.[47]

Um inibidor ideal da 5a-redutase deveria ligar-se a enzima e ter
baixa ou nenhuma afinidade para o receptor de androgéneos ou out-
ros recetores esteroidais. A finasterida, que pertence ao grupo dos
azaesteroides, foi o primeiro esteroide inibidor da 5u-redutase aprova-
do pela FDA para o tratamento da BPH, e apresenta uma maior se-
letividade pela isoforma II (Fig. 12). Este composto contribuiu para
o desenvolvimento de outros azaesteroides inibidores de ambas as
isozimas como a dutasterida, 2.14, que é cerca de sessenta vezes mais
potente. A dutasterida é usada para o tratamento da BPH e diminui
os sintomas do trato urindrio inferior. Apesar do sucesso da finas-
terida e da dutasterida, estes fdrmacos aumentam a perda de mus-
culo e 0osso e aumentam a impoténcia. O grupo dos derivados es-
teroides contendo um 4cido carboxilico na posigdo trés tem também
despertado grande interesse como inibidores da 5o-redutase. Alguns
estudos deste grupo de esteroides, nomeadamente do composto 2.15,
mostrou que inibem potentemente a 5o-redutase tipo II bem como
reduzem significativamente o volume da préstata em murganhos.[48,
49]

Considerando que a progesterona (1.7) e o desoxicorticosterona
(1.12) competem com a testosterona pela 5o-redutase, os seus ntcleos
tém sido usados como ponto de partida para o desenvolvimento de
novos inibidores da enzima.[50] Exemplo disso é o composto 2.16 que
apresenta um IC50 de 10 nM para a 50-redutase.
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2.2.2 CYP1y

A esteroide 170-hidroxilase, ou CYP17, é uma enzima do citocromo
P450, fundamental na biossintese de androgéneos. O CYP1y contém
um grupo protético heme no seu local activo responsavel pela ativi-
dade catalitica da enzima. Esta enzima catalisa a hidroxilacdo da
progesterona em pregnenolona na posi¢do 17R e cliva a ligagdo C1y-
C20 originando androstenediona (1.9) e DHEA. Estes esteroides sdo
androgéneos relativamente fracos mas serdo posteriormente conver-
tidos por outras enzimas (50-redutase, 173-HSD) em androgéneos
mais potentes como a testosterona e a DHT. O primeiro passo catal-
isado por esta enzima, o da hidroxilagdo, produz um intermedidrio
da biossintese dos corticoesteroides e por esta razdo os inibidores do
CYP17 apenas deverdo inibir a sua atividade C17,20-liase.

A maioria dos inibidores da CYP1y apresentam heterociclos con-
tendo azotos na posi¢do 17 capazes de se coordenar com a molécula
de ferro presente no grupo heme prostético da enzima.[51]A galeterona
2.17, farmaco oral em ensaios clinicos de fase II para o tratamento
do CRPC, contém um grupo benzimidazole na posi¢do 17 (Fig. 13).
Este fdrmaco atua por trés mecanismos distintos: inibe a CYP17y, im-
pedindo assim que as glandulas adrenais e as células tumorais de
produzirem androgéneos; antagoniza a ligagdo da testosterona ao AR;
e degrada a proteina AR.[52] Como foi referido anteriormente, a abi-
raterona, usada no tratamento do CRPC, é um inibidor do CYP1y
contendo uma piridina na posigdo 17. Contudo, os inibidores do
CYP17 ndo levam ao bloqueio completo da formacgdo de androgé-
neos pelo que seria vantajoso inibir adicionalmente a sa-redutase e
ndo inibir a aromatase, essencial para o metabolismo da testosterona.
Os esteroides contendo oximas na posicdo C-20 tém sido investigadas
nesse sentido. [53, 48]

Recentemente, DeVore e colaboradores, apresentaram um impor-
tante progresso publicando a estrutura cristalina de raio-X do CYP1y
na presenca de potentes inibidores esteroides, podendo contribuir
para a descoberta de novos inibidores potentes do CYP17.[54]

NOH

2.17 2.18

Figura 13: Representagdo da estrutura de inibidores do CYP17.
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Os esteroides pentaciclicos comegaram a ser investigados nos anos
60 e tém despertado grande interesse ao longo do tempo, quer ao
nivel da sintese, quer ao nivel biol6gico. Mais especificamente, os es-
teroides pentaciclicos que contém um heterodtomo ou heterociclo tém
mostrado propriedades bioldgicas tinicas, o que levou a procura de
novas estratégias sintéticas para a obtencdo de novos esteroides.[55]
A introdugédo de um heterodtomo ou heterociclo na estrutura base do
esteroide resulta habitualmente em altera¢des das suas propriedades
biolégicas, aumentando, por exemplo, a citotoxicidade contra uma
certa linha celular tumoral.[56] Estes esteroides apresentam um largo
espetro de propriedades bioldgicas: para além da sua atividade hor-
monal tipica de esteroides apresentam normalmente potente ativi-
dade antimicrobial, em particular anti-tuberculosa, atuam como an-
tioxidantes, promovem reac¢des imunes e possuem atividade antican-
cerigena.[57, 58] Existem varios exemplos que comprovam a ativi-
dade anticancerigena destes esteroides pentaciclicos como é o caso
dos compostos: 3.1 que apresenta atividade na linha celular de cancro
da mama; 3.2 que apresenta atividade para o tratamento da leucemia
promielocitica aguda; e 3.3 que apresenta atividade para o tratamento
de cancro da proéstata (Fig. 14).[59, 60, 61] A introdugdo de hetero-
ciclicos em estruturas de esteroides é, na realidade, uma estratégia
frequentemente utilizada no desenvolvimento de farmacos e no de-
sign de inibidores de algumas enzimas, como é o caso dos inibidores
do CYP1y. Seguidamente, serdo apresentados alguns exemplos das
reagdes que levam a sintese de esteroides pentaciclicos com um anel
fundido ao anel D do esteroide.

OCHs

HO

3.1 IC50=7,5pM (MCF-7) 3.2 ICsp= 1,27 uM (HL-60) 3.3 IC50=7,3 HM (PC3)

Figura 14: Representacdo da estrutura de esteroides penta- e hexaciclicos
com propriedades farmacolégicas.
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3.1 ESTEROIDES FUNDIDOS A PIRAZOLES E PIRAZOLINAS

De todos os esteroides fundidos a heterociclos de cinco membros,
os derivados contendo pirazdis e pirazolinas sdo os mais estudados
devido a sua facil sintese. esteroides como o acetato de 16- desidropre-
gnenolona (16-DPA) podem ser usados para a sintese destes compos-
tos (Fig. 15). A reagdo do 16-DPA 3.4 com hidrazinas resulta na for-
magdo da hidrazona 3.5 com configuragdo Z. Apds reagdo com acido
acético em etanol as hidrazonas formam a pirazolina correspondente
3.6 através de uma reacdo de ciclizagdo.[62]

RNHNH,

AcOH, EtOH

AcO

Figura 15: Sintese de esteroides pentaciclicos contendo uma pirazolina fun-
dida ao anel D.

Abdalla e colaboradores reportaram a sintese de esteroides fun-
didos a pirazolinas através da reagdo de esteroides contendo (E)-
arilmetilenos com hidrazina e 4cido acético (Fig. 16). O isémero E fa-
vorece a condensagdo da hidrazina apds a formacédo da hidrazona, for-
mando a pirazolina apés ataque do grupo NHz2 a ligacdo dupla pela
face o tornando assim a reacdo estereosseletiva.[63] Este esteroide 3.8
e derivados apresentam atividade inibitéria da aromatase humana
(ICs50 = 6,83 uM), apresentando potencial atividade anticancerigena.[64]

N~
, NH

3.8

NH,NH,

EtOH

Figura 16: Sintese de esteroides pentaciclicos contendo uma pirazolina fun-
dida ao anel D.

Foram também reportadas algumas rea¢des que levaram a sintese
de esteroides fundidos a pirazoles (Fig. 17). Estes esteroides foram
facilmente obtidos através da condensagdo na posi¢do 16 do esteroide
3.9 com dietil oxalato, seguido da reagdo com hidrato de hidrazina.
A hidroélise do grupo éster seguido de acoplamento da amida origi-
nou os esteroides 3.12 e 3.13.[65] Este compostos apresentam poten-
cial como anticancerigenos uma vez que possuem valores de IC50 na
ordem dos pM para a 173-hidroxiesteroide desidrogenase, uma das
enzimas-chave referidas nas sec¢des anteriores.[37]
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t-BuOK, (CO,Et),
—_—

Tolueno

NH,NH,.H,0, EtOH p-TsOH

BnO

| ICs0= 0.78 uM

312 Rz o_a

N
-
313 R= \/@ ICso= 0.30 pM

Figura 17: Sintese de esteroides pentaciclicos contendo pirazoles fundidos
ao anel D.

Os esteroides contendo pirazoles e pirazolinas representam uma
das classes mais estudadas na quimica dos esteroides contendo hete-
rociclicos. Os 5-androstanodihidropirazoles exibem atividade antimi-
crobial semelhante ao do conhecido farmaco isoniazida, utilizado ha-
bitualmente no tratamento da tuberculose. Estes derivados exibem
também citotoxicidade in vitro para varias linhas celulares, nomeada-
mente HeLa, MCF-7 e A431 e potente atividade anti-inflamatéria.[66,

671
3.2 ESTEROIDES FUNDIDOS A IMIDAZOLES E TRIAZOLES

Os esteroides contendo imidazéis fundidos a posicdo 16 e 17 do
anel D podem ser obtidos via reagdo de Weidenhagen, onde uma alfa-
dicetona 3.14 reage com um aldeido alifdtico na presenca de acetato
de cobre (I) (Fig. 18). O primeiro passo envolve a formacdo de um
sal de cobre 3.15 que ap6s neutralizacdo com sulfito de hidrogénio
originando o respetivo imidazole 3.16.[56]

(@]
o L,

NH3, CuOAc
MeO

Figura 18: Sintese de esteroides pentaciclicos contendo imadazoles fundidos
ao anel D.
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A o-hidroxiimino cetona 3.18 pode ser obtida via nitrosa¢do do
17-cetoesteroide correspondente e apds refluxo com fenilidrazina em
etanol leva a formagao da fenilhidrazona 3.18, em grande quantidade.
A fenihidrazona, quando refluxado em 4cido acético na presenga de
anidrido acético cicliza originando o 1,2,3-triazoles 3.19 (Fig. 19).[56]

PhNHNH,
—_—

EtOH

Figura 19: Sintese de esteroides pentaciclicos contendo triazoles fundidos ao
anel D.

3.3 ESTEROIDES FUNDIDOS A ISOXAZOLINAS E ISOXAZOLIDINAS

Foi investigada a cicloadi¢do 1,3-dipolar de 16-desidro-20-oxopre-
gnanos, como o 16-DPA e derivados 21-clorados, com aldoximas que
geram o 6xido de nitrilo in situ através da a¢do da cloramina T (Fig.
20). A reacdo ocorreu regiosseletivamente na ligacdo dupla insatu-
rada nas posic¢oes 16 e 17 originando apenas as [16,17-d]-isoxazolinas
e com rendimentos variando entre 0s 60-75%.[68]

HO,
P N
+ Cloramina-T
—
EtOH
3.21

Figura 20: Sintese de esteroides pentaciclicos contendo isoxazolinas fundi-
das ao anel D.

Green e colaboradores sintetizaram novos esteroides fundidos a
[160, 170-d] isoxalidinas através da cicloadi¢do 1,3-dipolar de nitronas
com a dupla ligagdo 16,17 presentes nas 16-pregnan-20-onas (Fig. 21).
A reagdo do N-6xido de pirrolina 3.24 com o esteroide 3.23 gerou
apenas o aducto 3.25, formando trés centros quirais contiguos. Ap6s
simulagdes dos estados de transi¢do endo e exo, percebeu-se que o es-



3.4 ESTEROIDES FUNDIDOS A ANEIS DE SEIS MEMBROS

tado endo envolvia uma grande interagdo estérica entre o hidrogénio
140 do composto 3.23 e 0 hidrogénio 4 do composto 3.24, o que abran-
daria qualquer cicloadigdo, como mostra a estrutura 3.26. Como tal,
apenas se obtém o produto correspondente ao estado de transigdo exo.
Estes esteroides tém potencial interesse como anti-inflamatério topi-
cos, obtendo melhores resultados do que a betametasona em testes,
in vivo, em murganhos.[66]

3.26

Figura 21: Sintese de esteroides contendo isoxalidinas fundidas ao anel D.

3.4 ESTEROIDES FUNDIDOS A ANEIS DE SEIS MEMBROS

Em 1972, Akhrem e colaboradores descreveram a sintese de analo-
gos pentaciclicos da pregnenolona através da reacdo de Diels-Alder
entre o 16-DPA e dienos acrilicos. A condensacdo do 16-DPA com
2,3-dimetil-butadienos 3.27 na presen¢a de um 4cido de Lewis, como
o AICl3, sob condig¢des térmicas gerou o ciclo-aducto 3.28, com um
rendimento de 83% (Fig. 22). A reagdo foi ainda expandida a outros
dienos como o 1,3-pentadieno e o isopreno.[69]

x _Ro

3.27 Rs
_— >
AICI3 AlBr3, BF3
e SI’]C|4’ CH2C|2

Figura 22: Reacgdo de condensacdo do 16-DPA com 2,3-dimetil-butadienos.
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Dando seguimento ao estudo das rea¢des Diels-Alder, Kamernitskii,
em 1985, fez reagir o 16-DPA, atuando como diendfilo, com um dieno,
o dimetilenociclobuteno 3.29 (Fig. 23) Esta reagdo, na presenca de um
acido de Lewis origina o aducto 3.30, com um rendimento de 75%.[70]

AICl3, CH,Cl,

AcO

Figura 23: Reagdo Diels-Alder do 16-DPA com o dimetilenociclobuteno.



Parte I1

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, os resultados obtidos ao longo do projeto
de investigagcdo sdo apresentados e discutidos. Este pro-
jeto focou-se em dois temas principais: a sintese de novos
esteroides hexaciclicos através da cicloadi¢do [8n+2n] de
anides metil 1,2-diazafulvénio a diversos substratos esteroi-
de e a sintese de esteroides contendo um grupo oxima na
posi¢do C-20 e um heterociclo em posi¢do o em relagdo a
este.






CICLO-ADICAO [8II+21I]

4.1 INTRODUGAO
4.1.1  Anides metil azafulvénio e 1,2-diazafulvénio

Storr e colaboradores exploraram a reatividade de pirrolo[1,2-c]tia-
zol-2,2-diéxidos 4.1a e pirazolo[1,5c][1,3]tiazol-2,2-di6xidos 4.1b e pro-
varam que estes sdo percursores dos anides metil aza- e diazafulvénio
(4.2).[71] Os anides metil 1-azafulvénio e 1,2-diazafulvénio sdo dipo-
los que possuem um sistema conjugado de oito eletrdes n. Estes sis-
temas dipolares conjugados podem ser considerados iletos azometinos
conjugados e iminas azometinas conjugadas, respetivamente. Estes
compostos podem reagir como 4 1,3-dipolos ou 8r 1,7-dipolos, dando
origem aos cicloadutos 4.4 e 4.3, respetivamente (Fig. 24).[72]
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Figura 24: Formagdo dos anides metil 1-azafulvénio e 1,2-diazafulvénio.

A geragdo destes anides metil 1-azafulvénio sob extrusdo térmica de
diéxido de enxofre partindo de pirrolo[1,2-c]tiazol-2,2-diéxidos pode
ser alcangada através de pir6lise de vacuo rapida (FVP). Os sistemas
dipolares conjugados que possuem substituintes metilo ou benzilo
em C-1 podem sofrem migragdes sigmatrépicas [1,8]H originando
vinilpirroles (Fig. 25). Foi também reportado que a extrusao de diéxi-
do de enxofre ocorre com maior facilidade na sulfona contendo o
pirazole 4.5b do que no andlogo pirrole 4.5a. O nitrogénio extra do
pirazole aparenta exercer o mesmo efeito do que um grupo atractor
de eletrdes como o grupo acilo ligado ao sistema pirrélico.
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Figura 25: Sintese do N-vinilpirazole através de migracdo sigmatrépica
[1,8]H.

4.1.2  Ciclo-adigdo [8m+21]

A Ciclo-adigdo [8n+271] representa uma das reac¢des mais impor-
tantes dentro das reac¢des de ciclo-adi¢do de elevado grau dada a
sua importancia na sintese de compostos contendo heterociclos de
seis membros.

A ciclo-adi¢do de anides metil diazafulvénio foi inicialmente explo-
rada por Storr e colaboradores através do aquecimento da sulfona
4.8 em refluxo em 1,2,4-triclorobenzeno (ou tolueno num tubo selado
a 300 °C) na presenca de N-fenilmaleimida ou dimetil acetilenedi-
carboxilato, tendo verificado que ndo se formaram adutos. Contudo,
na presenca de bis(trimetilsilil) acetileno, um dipolaréfilo rico em
eletrdes que participa em reacgdes Diels-Alder inversas, originou o
aduto 4.10 com um rendimento de 34% apds aquecimento durante
trés horas. Esta foi a primeira prova da formagdo destes sistema dipo-
lares através da intersecdo de anides metil diazafulvénio. O prolonga-
mento do aquecimento, em condi¢des semelhantes, durante mais trés
horas leva a formagdo do aduto aromatizado 4.11 com um rendi-
mento de 24% (Fig. 26).[73]

CO,;Me CO,Me
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4.8 4.9
CO,Me 4.10

230-260 °C, 3h

SiM63
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Figura 26: Reagdo do metil 1,2-diazafulvénio com dipolaréfilos ricos em
eletrdes.
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A pirdlise da sulfona 4.8 na presenga de um dipolaroéfilo assimétrico
(trimetilsilil)actileno originou a mistura de regioisémeros aromatiza-
dos 4.12 e 4.13 (Fig. 27). O sistema dipolar 4.9 apenas sofre cicload-
i¢des com dipolardfilos ricos em eletrdes e apenas nas posi¢des 1,7,
ndo ocorrendo cicloadi¢do nas posi¢des 1,3. A adicdo do (trimetil-
silil)acetileno ndo é regioespecifica, o que pode ser explicado pelo
tamanho relativos dos coeficientes da interagdo orbital dominante
entre os reagentes. Storr e colaboradores calcularam, a nivel semi-
empirico, os coeficientes HOMO e LUMO do (trimetilsilil)acetileno
e do composto 4.9, respetivamente. O coeficiente em C-1 e C-7 nas
LUMO do composto 4.9 era de 0.53 e 0.44 e de 0.38 e 0.43 para
as HOMO do (trimetilsilil)acetileno. Esta pequena diferenga de coe-
ficientes entre o dipolo e o dipolardfilo explica a falta de regiose-
lectividade observada na adigdo do anido metil diazafulvénio 4.9 ao
(trimetilsili)acetileno.[73]

Y
N
COzMe CO,Me Messi” 7 412
A COMe WCOzMe TMSA +
0.5 N-N -SO, /N+:N 300 °C
48 i

4.9

Figura 27: Rea¢do do metil 1,2-diazafulvénio com o (trimetilsilil)acetileno.

A cicloadigdo 1,7-dipolar de anides metil 1,2-diazafulvénio 4.14 com
a N-fenilmaleimida, dipolaréfilo deficiente em eletrdes, originou dois
diasterioisémeros, os cicloadutos 4.16 e 4.17, resultantes da cicliadi¢ao
endo envolvendo duas possiveis configuragdes do anides metil diaza-
fulvénio (Fig. 28).

o CO,Me
= —CO,Me
— 2
COzMé:O y CO,Me Ph—N N\N/
z 2M€  Mw (10 min
/) 2:§0°C ) WCOZMe NPM (6] Me 4.16(67%)
0,5 _N-N —=0L - - .
Y 1,2,4- TCB ,(N—N
M + CO,Me
€ Me Q 2
-
4.14 4.15 Ph—N ™ )—cozme
~N

O Me 4.17(14%)

Figura 28: Reacdo do anido metil 1,2-diazafulvénio com dipolardfilos defi-
cientes em eletrdes.
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O aduto 4.17 foi originado partindo da configuragdo de menor esta-
bilidade do anido metil diazafulvénio que contém o grupo metilo na
posigdo interior, o que explica o seu menor rendimento.[74]

A irradiacdo em microondas de 2,2-dioxo-7-trifluorometil-1H,3H
pirrolo[ 1,2-c]tiazoles 4.18 levou a geragdo do intermedidrio anido tri-
fluorometil metil azafulvénio 4.19 que foi intercetado por vérios dipo-
laréfilos. Estas reacgdes constituem a primeira evidéncia de anides
metil azafulvénios atuando como 1,3-dipolos e originando os corre-
spondentes cicloaductos. O anido metil azafulvénio ao reagir com a
N-fenilmaleimida e com o dicarboxilato de dimetilacetileno apenas
originou os adutos resultantes da adigdo nas posi¢des 1,3. Contudo,
ao reagir com o etil-3-fenilpropiolato actuou como 1,3-dipolo e 1,7-
dipolo originando a mistura de cicloadutos 4.20 e 4.21 numa pro-
porcao de 82 para 18 (Fig. 29).[75]

FsC
| N Ph
Me N
CF CO,Et
3 CFs o 4.20 2
/__@ .80, :@ Ph—==—CO,Et N
05 N MW, 240-245 °C N= oh CFs
10 min. 1,2,4- TCB 7 | =
4.18 N
4.19 EtO,C
421

72% (82:18)

Figura 29: Rea¢do do metil 1-azafulvénio atuando como 1,3-dipolo.

A quimica dos anides metil diazafulvénio foi também aplicada a
moléculas com potencial interesse bioldgico. Em 2010, foram descri-
tos os primeiros resultados utilizando reac¢des de cicloadigdo [8n+21]
para a obtengdo de novas clorinas e bacterioclorinas.[76, 77] O aque-
cimento de 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles sob radiacdo
microondas a 250 °C durante 20 min. gerou o respectivo anido metil
diazafulvénio que foi intercetado pela tetrafenilporfirina, levando a
formagdo de derivados de clorina fundidos com 4,5,6,7-tetrahidro-
pirazolo[1,5-a]piridina (4.22) (Fig. 30). O aquecimento destas clorinas
em refluxo de TCB na presenca de sulfona 4.8 durante quatro horas
leva a formagdo da respetiva bacterioclorina (4.23).[76]

Para além da sintese de novas clorinas e bacterioclorinas, esta nova
estratégia foi também utilizada na obten¢do de novos esteroides hex-
aciclicos. Os anides metil 1,2-diazafulvénio foram gerados quer por
termolise convencional em refluxo de 1,2,4- triclorobenzeno, quer por
irradiacdo microondas a 250° C na presenga do substrato esteroide 16-
DPA, o dipolaréfilo. O 1,7-dipolo reagiu com a ligacdo dupla A16 do
dipolardfilo, originando um derivado esteroide hexaciclico com um
sistema de dois anéis fundido ao anel D do 16-DPA. Aplicando esta
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MeO,C CO,Me

(10 min) CO,Me
/R MW (10 min
N 230°C N COMe| TPP
0,5—/ 1,24-TcB | NN
4.8 4.9
Ph
438,TCB
225 °C, 4-5h

MeO,C CO,Me 4.23

Figura 30: Sintese de clorinas e bacterioclorinas através da cicloadicdo
[8n+27] de anides metil diazafulvénios.

estratégia foram sintetizados diversos esteroides hexaciclos, 4.24a-d,
partindo de 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles substituidos
em C-1 na presenca de 16-DPA (Fig. 31). No geral, estas reacc¢des
apresentaram rendimentos superiores quando a reagédo foi realizada
durante 10 minutos sob irradiagdo microondas a 250 °C na presenga
de 2.5 a 3 equivalentes de sulfona.

4.24a R'=H, R2=H 4.25
4.24b R'=H, R?=Me

4.24c R'=Me, R?=H

4.24d R'=H, R%=Bn

Figura 31: Esteroides obtidos através da cicloadicdo [8n+2n] de anides metil
diazafulvénio ao 16-DPA.

Este trabalho de investigagdo teve como objetivo dar continuidade
a sintese de novos esteroides hexaciclicos, aplicando a estratégia an-
terior a novos substratos esteroide. Para além dos novos substratos es-
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teroide foram também sintetizados novos 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,-
5-c][1,3]tiazoles que geraram os respetivos anides metil 1,2-diazafulvénio
por eliminagdo queletrépica de diéxido de enxofre. Estes 1,7-dipolos
na presenga de diversos substratos esteroide, como por exemplo o
16-DPA e a 16-desidropregnenolona (16-DHP), originaram novos es-
teroides hexaciclicos estereosselectivamente. Procedeu-se posterior-
mente a modificacdo de alguns grupos destes esteroides hexaciclicos.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 Sintese de 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles

Este trabalho de investigacdo foi iniciado com a sintese de novos
2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles percursores dos anides me-
til 1,2-diazafulvénio com o intuito de originar novos derivados es-
teroides provenientes da reagdo [8n+2n] com estes compostos.

A sintese dos 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles 4.33 e 4.34
estd descrita na figura 32. A reagdo da L-cisteina (4.26) com o formal-
deido (4.27) permitiu a obtengdo da tiazolidina 4.28 com um rendi-
mento de 99%. O Sydnone 4.30 foi preparado partindo da tiazolid-
ina 4.28 ap6s N-nitrosagdo usando nitrito de s6dio em meio 4cido
seguido de tratamento com anidrido trifluoroacético. Esta espécie
mesoidnica 4.30 é uma espécie muito reactiva e pode atuar como uma
imina azometina em cicloadi¢des 1,3-dipolares. Deste modo, ao adi-
cionar o dipolaréfilo metil propiolato foram obtidos dois regioiséme-
ros, o 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-7-carboxilato 4.32 como pro-
duto maioritario e o 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-6-carboxilato 4.31
com um rendimento de 53% e 21%, respetivamente. A oxida¢do dos
pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles 4.31 e 4.32 com MCPBA originou as sul-
fonas alvo 4.33 e 4.34, respetivamente.

CO,H CO2H
~__,COsH o H,0 / Etanol //{ NaNO, H,0 /'_(
I e T T el WL
NH, H ™H  ta.12h ~ ta.12h NO
426 . 4.28 (99%) 4.29 (76%)
TFAA, | 24 h
CO,Me CO,Me Et,0
/_h MCPBA /—%}
_ -~ _
025 NN CHCl, S\ NN Propiolato o
4.33 (68%) ta.4h 4.31(16%)  de metilo [_%
+ - o

Xileno S N=N

/_/}/COzMe MCPBA WCOZMe 140°C, 4 h N~
B S —

/ /
0,S._N-N ChCl, S N-N 4.30 (72%)
4,

ta.4h 32 (53%)
4.34 (71%)

Figura 32: Sintese de novos 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles.
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Nos trabalhos de investigagdo prévios demonstrou-se um grande
interesse na introducdo de grupos hidroxilo como substituintes no
anel fundido ao esteroide hexaciclico, de formar a aumentar a hidro-
filicidade destes compostos. Contudo, a redugdo dos grupos éster
do 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato dimetilo
fundido ao acetato de 16-desidropregnenolona 4.24a nunca foi pos-
sivel. Por esta razdo, optou-se por sintetizar os 2,2-dioxo-1H,3H-pira-
zolo[1,5-c][1,3]tiazoles 4.39 e 4.40 descritos na figura 33, que permi-
tiriam originar novos esteroides hexaciclicos contendo grupos hidro-
xilo sem afectar o resto do ntcleo esteroide. A sintese destes com-
postos iniciou-se com a redugdo dos grupos éster do pirazolo-tiazole
4.35 utilizando hidreto de litio aluminio. Apds esta redugédo tentou-se
a oxidagdo do pirazolo-tiazole 4.36 com o intuito de originar a sulfona
alvo 4.40. Contudo, nédo foi possivel obter a sulfona 4.40 por esta via,
uma vez que o composto se degradou com as condigdes de reagéo.

o)
ﬁ/C/
S NN

Tolueno
pTsOH

CO,Me OCOCH3
/_%S/COZME /_(Q/\

1. LiAlH4, Et,0 1. NEtz, CH,CI. 2
d 1. LiAlH,, ELO ’(l 1. NEts CHCl, / OCOCH;

)
N-N N N—
~ 2. CH,Cly 0°C. CH,Clp, 0°C 2. Ac,0, 25°C, 1.5h  S<_-

435 3. Refluxo, 40°C, 1.5h 4.36 (60%)

refluxo

4.37 (86%)

MCPBA, 0°C, CH,Cl, | 24h

OCOCH;

OH
NaOH (2%), CHzOH /_(Q/\
I Non | tazn OCOCHS
0,5 _N-N
4.40 (31%) 4.39 (58%)

Figura 33: Sintese de 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles com subs-
tituintes hidroxilo.

Como via alternativa optou-se por proteger dos grupos hidroxilo,
via acetila¢do, originando o pirazolo-tiazole 4.35, seguido de oxidagdo
utilizando MCPBA. Apés a sintese da sulfona 4.37 procedeu-se a
desprotecdo dos grupos hidroxilo utilizando uma solugdo aquosa de
hidréxido de s6dio (2%) obtendo-se a sulfona alvo 4.38. Procedeu-se
também a sintese do composto 4.36 através de ciclizagdo dos gru-
pos hidroxilos com eliminagdo de uma molécula de d4gua em tolueno,
catalisado pelo dcido p-toluenosulfénico, como forma alternativa de
protecdo destes. A estrutura do pirazolo-tiazole 4.36 foi confirmado
por RMN proténico, contudo existe alguma ressalva em relagao a es-
trutura devido a solubilidade apresentada pelo composto (Fig. 34).
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Figura 34: Espetro de RMN proténico do composto 4.36.

Para o estudo da cicloadi¢do [8n+2n] com os vdarios substratos es-
teroides, foram utilizadas as sulfonas descritas anteriormente como
percursores dos respetivos anides metil 1,2-diazafulvénio, assim como,
as sulfonas 4.8, 4.41 e 4.42 cuja sintese foi descrita previamente em di-
versos artigos e teses de mestrado (Fig. 35).[78, 79, 80]

CO,Et CO,Et CO,Et
0,S._N-N 0,S._N-N OZSYN—N
Bn
4.8 4.41 4.42

Figura 35: Estrutura das sulfonas disponiveis previamente sintetizadas.

4.2.2  Estudo da reatividade do 16-DPA com anides metil 1,2-diazafulvénio
via ciclo-adicdo [8w+27]

Neste projeto de investigagdo deu-se continuidade ao trabalho efec-
tuado em teses de mestrado anteriores. A reagdo do acetato de 16-
desidropregnenolona com o anido metil diazafulvénio 4.43, descrita
nos projetos de investigagdo prévios, foi optimizada (Tab. 1). O en-
saio efectuado usando 3 equivalentes de sulfona 4.41, sob irradiacdo
microondas durante 10 minutos levou a obtencdo do produto pre-
tendido com um rendimento de 60%, inferior ao obtido usando 2.5
equivalentes de sulfona. Por esta razdo, sob termolise convencional,
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Tabela 1: Rea¢do do anido metil diazafulvénio 4.43 com o 16-DPA.

;K)%/ Et0,C

2\ -Ph pPh| 16-DPA

) x Bt A

OszN’N -SO, ﬁ

4.41 443

Reagio Condigdes da Reagido Rendimento
1 2.5 equiv. sulfona 4.41, MW, 250 °C, 10 min.  70%][79]
2 3 equiv. sulfona 4.41, MW, 250 °C, 10 min. 60%
3 2.5 equiv. sulfona 4.41, refluxo, 4 h. 36%

foram utilizados 2.5 equivalentes de sulfona na reagdo com o 16-DPA
em refluxo em TCB, o que levou a formacado do derivado esteroide
4.25 de forma regio- e estereosselectiva com um rendimento de 36%.

A reatividade do acetato de 16-desidropregnenolona com o anido
metil diazafulvénio 4.44 foi também explorada (Tab. 2) Este 1,7-dipolo
foi gerado, in situ, através da irradiagdo microondas do 2,2-dioxo-
1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole 4.33 ou refluxando-o em 1,2,4-triclo-
robenzeno, levando a formacao do esteroide hexaciclico 4.45. Quando
esta reacdo ocorre sob irradiagdo microondas a 250 °C durante 10 mi-
nutos e utilizando excesso de sulfona, 2, 2.5 e 3 equivalentes, obteve-
se 0 composto 4.45 com rendimentos de 53%, 53% e 69%, respetiva-
mente.

Tabela 2: Rea¢do do anido metil diazafulvénio 4.44 com o 16-DPA.

MeO,C MeO,C
0 =
0,5 _N-N  -SO; VN*:N
4.33 4.44
Reacio Condicdes da Reacio Rendimento
1 2 equiv. sulfona 4.33, MW, 250 °C, 10 min. 53%

2 2.5 equiv. sulfona 4.33, MW, 250 °C, 10 min. 53%
3 3 equiv. sulfona 4.33, MW, 250 °C, 10 min. 69%
4 3 equiv. sulfona 4.33, refluxo, 4 h. 54%
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Tabela 3: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.46 com o 16-DPA.

2 CO,;Me X CO;Me 16-DPA
OZS\/N‘N -802 N;N
rd
4.34 4.46
Reagio Condigoes da Reagio Rendimento (a:b)

[

2 equiv. sulfona 4.34, MW, 250 °C, 10 min. 33% (78:22)
2.5 equiv. sulfona 4.34, MW, 250 °C, 10 min.  46% (76:24)
3 equiv. sulfona 4.34, MW, 250 °C, 10 min. 49% (85:15)

~ W N

3 equiv. sulfona 4.34, refluxo, 4 h. 37% (85:15)

A ciclo-adigdo [8n+21] do 16-DPA com o anido metil diazafulvénio
4.44 foi também efectuada sob termdlise convencional, refluxando em
TCB durante 4 horas, originando o aduto 4.45 de forma regio- e es-
tereosselectiva com um rendimento de 54%. Este rendimento foi infe-
rior ao obtido, com 0 mesmo niimero de equivalentes, sob irradiagdo
microondas.

Do mesmo modo, a sulfona 4.34, regioisémero da sulfona 4.33, foi
igualmente submetida a extrusdo de diéxido de enxofre para gerar o
anido metil diazafulvénio. A termolise desta sulfona na presenga do
16-DPA levou a formacéo de dois regioisémeros, sob a forma de mis-
tura inseparédvel, obtendo-se o composto 4.47a como produto maio-
ritario (Tab. 3). O primeiro ensaio foi efectuado com 2 equivalentes da
sulfona 4.34 e 16-DPA, sob irradiacao microondas a 250° C durante 10
minutos levando a obten¢do da mistura regioisomérica com um rendi-
mento de 33% numa propor¢do de 78:22 dos esteroides hexaciclicos
4.47a e 4.47b, respetivamente. Aumentando o nimero de equivalente
da sulfona 4.34 para 3 conseguiu-se obter a mistura regioisémerica
com um rendimento superior, de 49%, e com uma razdo de 85:15. Os
compostos 4.47a e 4.47b foram obtidos na mesma proporc¢ao quando
se usou o mesmo numero de equivalentes de sulfona sob condi¢des
de termdlise convencional, com um rendimento de 37%.

Com base no espetro de RMN proténico do 16-DPA, identificaram-
se os sinais mais caracteristicos de determinados protdes da estrutura
base do esteroide. Analisando o espetro proténico da mistura regio-
isomérica é possivel identificar sinais distintos dos regioisémeros, per-
mitindo assim calcular a propor¢do em que encontram na mistura
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Figura 36: Espetro de RMN proténico da mistura de regioisémeros 4.47a-b.

(Fig. 36). E possivel identificar os desvios dos protdes dos grupos
metilo H-18 e H-19 (0.73 e 0.99 ppm para o composto maioritdrio e
0.72 e 1.00 ppm para o minoritdrio), os do grupo cetona H-21 (2.10
ppm para o maioritdrio e 2.0y ppm para o minoritdrio) e do grupo
metil do acetato H-23 (2.01 ppm para o maioritdrio e 2.02 ppm para
o minoritario). Os protdes caracteristicos H-6 e H-3 sdo também iden-
tificiveis sob a forma de dubleto a 5.31 ppm e 5.34 ppm e multi-
pleto entre 4.55-4.59 ppm e 4.54-4.58 ppm, respetivamente. Para além
destes, é possivel identificar os protdes do grupo metil do éster H-27
e H-29" (3.88 ppm e 3.87 ppm, respetivamente) e da pirazolina H-28 e
H-26" cujos sinais aparecem sob a forma de singleto com um desvio
quimico de 6.56 ppm e 6.49 ppm, respetivamente.

As sulfonas 4.39 e 4.40, cuja sintese foi descrita na sec¢do anterior,
foram também submetidas a irradiagdo microondas a 250 °C durante
10 minutos na presenga do 16-DPA (Fig. 37).

/
0,8 _N-N

4.40 R=H _
4.39 R=Ac 4.49 R= Ac

Figura 37: Reacdo das sulfonas 4.39 e 4.40 com o 16-DPA.
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KOH ag., etanol

ta., 1.5h

4.25 4.50 (39%)

Figura 38: Reacdo de hidroélise do esteroide hexaciclico 4.25.

Contudo, os cicloadutos 4.48 e 4.49 ndo foram obtidos, recuperando-
se grande parte do reagente de partida, 16-DPA. A auséncia do cicloa-
ducto e a grande quantidade de 16-DPA presente podem ser expli-
cadas pela possivel degradacdo dos anides metil diazafulvénio gera-
dos ap6s eliminacdo queletrépica de diéxido de enxofre das sulfonas
4.39 € 4.40.

Procedeu-se também a hidrélise dos grupos ésteres do composto
4.25 através da adig¢do de uma solucdo aquosa de hidréxido de potés-
sio (Fig. 38). Desta forma, obteve-se o composto 4.50, com um rendi-
mento de 39%. Para além da hidrélise dos grupos éster a 4cidos, ocor-
reu também a desprotegdo do grupo hidroxilo presente em C3.

4.2.3 Estudo da reatividade da 16-DHP com anides metil 1,2-diazafulvénio
via ciclo-adigdo [8n+27]

O estudo da reatividade de anides metil 1,2-diazafulvénio foi ex-
tendida a outro substrato esteroide, a 16-desidropregnenolona (16-
DHP). Os esteroides derivados do 16-DHP apresentam uma maior
hidrofilicidade e, usualmente, os derivados 3-hidroxilados apresen-
tam maior atividade anticancerigena quando comparados com os
derivados 3-acetato. Um exemplo disso é o acetato de abiraterona, um
pro-farmaco, que origina o respetivo derivado 3-hidroxilado, ativo in
vivo. A 16-DHP foi sintetizado através da clivagem do grupo 3-acetato
do acetato de 16-desidropregnenolona utilizando uma solucdo aquo-
sa de hidréxido de sédio, desprotegendo assim o grupo hidroxilo
presente em C3, com um rendimento de 99% (Fig.39).[81]

NaOH/MeOH

3.4 4.51 (99%)

Figura 39: Sintese da 16-desidropregnenolona.
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MeO,C

CO-Me MEOzc
2
// . -CO;Me 16-DHP
0,5. NN -S0, NEN
-7
48 452 HO 4.53 (48%)

Figura 40: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.52 com a 16-DHP.

A reatividade da 16-desidropregnenolona em relagdo ao anido metil
diazafulvénio 4.52, gerado a partir do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-
c][1,3]tiazole 4.8, foi a primeira a ser explorada. Este 1,7-dipolo foi
gerado, in situ, sob termolise convencional durante 4 horas em tri-
clorobenzeno a 250° C, utilizando 2.5 equivalentes da sulfona 4.8 (Fig.
40). O anido metil diazafulvénio foi intercetado pela 16-DHP levando
a formacado do esteroide hexaciclico 4.53, como tnico produto, com
um rendimento de 48%. Contudo, este rendimento é bastante infe-
rior ao obtido em condi¢bes semelhantes utilizando o acetato de 16-
desidropregnenolona como substrato esteroide, rendimento este de
760/0.

O 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole 4.41 foi também sub-
metido a termdlise convencional em refluxo de triclorobenzeno du-
rante 4 horas na presenca da 16-desidropregnenolona (Fig. 41). Esta
sulfona gerou o 1,7-dipolo 4.43 que levou a formagdo do esteroide
4.54 num rendimento de 20%, inferior ao obtido em condi¢des seme-
lhantes com o 16-DPA (36%).

EtO,C E10,C
Ph .
[_%Y #S/Ph 16-DHP
0,8 _N-N  .so, N=N
v+
4.41 4.43 4.54 (20%)

Figura 41: Reac¢do do anido metil diazafulvénio 4.43 com a 16-DHP.

O esteroide hexaciclico 4.55, andlogo do esteroide 4.45, foi sinteti-
zado ap6s adicdo da sulfona 4.33 ao substrato 16-DHP em refluxo de
triclorobenzeno a 250 °C durante 4 horas (Fig. 42). Este esteroide foi
obtido como tnico produto, regio- e estereosseletivo, com um rendi-
mento de 43%. Este rendimento é também inferior ao rendimento de
54% obtido em condi¢des semelhantes para o analogo 4.45 partindo
do 16-DPA.

Pelo espetro de RMN proténico, é possivel identificar os desvios
caracteristicos do ntcleo esteroide que apresentam desvios quimicos
semelhantes aos do andlogo 4.45. Contudo, o sinal do protdo ligado
a C3 aparece como multipleto com um desvio quimico de 3.78 ppm,
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MeO,C MeO,C
% % 16-DHP
+
- -SO =
Ozs\/ N-N 2 - N=N

4.33 4.44 4.55 (43%)
Figura 42: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.44 com a 16-DHP.

enquanto que o do andlogo originado a partir do 16-DPA tem um
desvio quimico de 4.54-4.61 ppm (Fig. 43).
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Figura 43: Espetro de RMN proténico do esteroide hexaciclico 4.55.

A reatividade da 16-desidropregnenolona foi também explorada
na presenca do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole 4.34. Tal
como na reagdo com o 16-DPA, nesta reacao foi obtida uma mistura
racémica de regioisémeros, 4.56a e 4.56b (Fig. 44). Na presenca de 2.5
equivalentes de sulfona 4.34 em refluxo de TCB a 250 °C durante 4
horas foi obtido a mistura de regioisémeros numa proporcao de 88:12
com um rendimento de 24%, inferior aos 37% obtidos com o 16-DPA.

Finalmente, foi explorada a reatividade térmica do 3-benzil-2,2-dio-
x0-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole 4.42 na presenca da 16-DHP (Fig.
45). Neste caso, para além do esteroide resultante da reagdo de ci-
cloadigdo [8n+21] é expectdvel que se obtenha a sintese competitiva
do respectivo N-vinilpirazole. O esteroide hexaciclico 4.58 foi obtido
ap0s intercecdo do anido metil diazafulvénio 4.57a, em refluxo em
TCB durante 4 horas na presenga de 2.5 equivalentes da sulfona 4.42.
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A CO,Me X COsMe 16-DHP
OZS\/N’N -802 7N+:N

4.34 4.46

24% (88:12)

Figura 44: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.46 com a 16-DHP.

Este cicloaduto 4.58 foi obtido juntamente com o N-vinilpirazole 4.59
com um rendimento de 24% e 21%, respetivamente. O rendimento
do esteroide hexaciclico é um pouco inferior ao obtido em condicdes
semelhantes com o 16-DPA (34%), por sua vez o rendimento do N-
vinilpirazole é ligeiramente superior (18%). O N-vinilpirazole 4.59 ja
tinha sido obtido previamente através de um rearranjo sigmatrépico
[1,8]H quando o 3-benzil-2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole
foi submetido a termolise induzida por microondas na auséncia de
substrato esteroide. Apesar do 1,7-dipolo existir em equilibrio de,
pelo menos, dois conférmeros, apenas o conférmero 4.57a apresenta
um hidrogénio na posi¢do adequada para sofrer a reagdo periciclica.

— - MeO,C
MeO,C, CO,Me CO,Me
+.N
N
H -
MeO,C Ph  457a HO
// CO,Me 16-DHP 4.58 (24%)
0,S._ N-N { ’ +
\( -SO,
Bn MeO,C. CO,Me MeO,C CO,Me
4.42 TN / \N
) N’ Me N
_ %
4.59 (21%)
¥4.57b Ph | Ph

Figura 45: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.57 com a 16-DHP.

O esteroide hexaciclico 4.58 foi obtido, nesta reagdo, como produto
regio- e estereosseletivo, ao contrdrio do que aconteceu em reagdes
com o derivado 3-metil-2,2-dioxo-1H,3H- pirazolo[1,5-c][1,3] tiazole.
Com o objetivo de racionalizar esta estereosselectividade observada
nas cicloadi¢oes [8n+2n] destes substratos esteroides em relacdo ao
anides metil diazafulvénios substituidos em C1, foram realizados cél-
culos ao nivel DFT.# Os cicloadutos obtidos como produto maioritario

4 Trabalho desenvolvido em colaboracdo com o grupo de investigagdo do Doutor Al-
berto Canelas Pais
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podem resultar de uma cicloadi¢do endo do conférmero II ou alter-
nativamente de uma cicloadi¢do exo do conférmero I, considerando
a aproximagao do dipolo pela face o, a menos impedida do esteroide

(Fig. 46).

Me
co,Me MeOxC CO,Me

H I \;*‘~f2_g

- -7<7 Exo

Figura 46: Cicloadigdo [8n+2rn] exo e endo do substrato esteroide com o anido
metil diazafulvénio 1-substituido, considerando a aproximagao
do dipolo pela face o.

As cicloadicdes dos anides metil diazafulvénio, gerados a partir
das sulfonas 4.14 e 4.42, com a N-fenilmaleimida foram selecionadas
como modelo de reagdo (Fig. 47). Estas cicloadi¢des sdo ideais para
o estudo tedrico destas reagdes, uma vez que apresentam a mesma
estereosselectiva observada nas rea¢oes destes 1,7-dipolos com o 16-
DPA e tém um menor peso molecular. A reagdo da NPM com o anido
1-metil metil diazafulvénio 4.15, anteriormente reportada, originou a
mistura racémica de dois diasterioisémeros, o composto 4.16 como
produto maioritdrio e o composto 4.17.

ph-N
MeO,C
WCOZMG NPM +
—_— >
OzSYN“N TCB, MW MeO,C
N .
Me 230 °C, 10 min. o H / / CO,Me
4.14 N-N
ph-N
H
o Me 417
MeO,C MeO,C
o) CO,Me
/__%YCOzMe NPM 2
e
0,5 _N-N TCB,MW  pp-N .
Y 230 °C, 10 min. H &n
Bn (e}
4.42 4.60

Figura 47: Reacdo dos anides metil diazafulvénio 1-substituidos com a N-
fenilmaleimida.
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O aparecimento destes dois produtos foi atribuida ao envolvimento
de duas possiveis conformagdes do anido metil 1-metil diazafulvénio
na cicloadi¢do endo. A reacdo do anido metil diazafulvénio 4.55 com
a NPM levou a formagdo do produto esperado 4.60, que apresenta
a mesma estereosselectividade do produto obtido na presenca do 16-
DPA.

Como referido anteriormente, os produtos maioritdrios podem re-
sultar da cicloadi¢do endo do conférmero II ou da cicloadi¢ao exo
do conférmero I. A estabilidade destas conformagdes foi explorada,
optimizando-se estas estruturas ao nivel DFT utilizando o funcional
hibrido B3LYP e a base 6-31G(d). Para o composto 4.15 o conférmero
II apresentava uma energia 14.6 kJ/mol inferior ao do conférmero
I, sendo por isso mais estavel. Os resultados para o composto 4.57
foram similares uma vez que o conférmero II é 16.3 kJ/mol mais es-
tavel do que o conférmero I.

Neste estudo, os estados de transigdo resultantes das cicloadi¢des
exo e endo do NPM foram também optimizados ao nivel DFT. Os re-
sultados indicam que as barreiras associadas as rea¢des envolvendo a
aproximacao, para ambos os compostos, é desfavordvel em mais de 20
kJ/mol, quando comparado com a aproximacdo endo. Relativamente
aos compostos 4.16 e 4.17, que resultam de aproximagdes endo de
diferentes conformagdes do anido metil 1-metil dizafulvénio, a aprox-
imacdo que leva a obten¢do de composto minoritario é desfavoravel
em 2.6 kJ/mol.

Como foi mencionado anteriormente, a reducdo dos grupos éster
dos esteroides hexaciclicos sintetizados via ciclo-adi¢do [8n+2n] sem-
pre despertou grande interesse. Contudo, a redug¢do do composto
4.24a utilizando hidreto de litio aluminio ndo surtiu efeito, ndo se
obtendo qualquer produto. A termdlise das sulfonas 4.39 e 4.40 sob
irradiacdo microondas na presenca de 16-DPA também ndo levou a
formacdo do cicloaduto esperado, ndo se conseguindo assim sinte-
tizar qualquer esteroide hexaciclico contendo grupos hidroxilo nas
posicoes 27 e 30.

1. LiAlH4, Et,0

>
o

2. CH,Cl, 0°C
3. Refluxo, 40°C, 1.5 h

HO 4.61 (80 %)

Figura 48: Redugdo do esteroide hexaciclico 4.55.

Por sua vez, foi possivel reduzir o grupo éster presente nos es-
teroides hexaciclicos resultantes da interce¢do de anides metil diaza-
fulvénio pela 16-desidropregnenolona. A adig¢do de hidreto de litio
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aluminio ao composto 4.55 em diclorometano levou a formagdo do
esteroide 4.61, com um rendimento de 80% (Fig. 48). Para além da
redugdo do grupo éster, verificou-se também a redugdo do grupo cet-
ona presente em C-2o0.

4.2.4 Estudo da reatividade da 16-Desidroprogesterona com anides metil
1,2-diazafulvénio via ciclo-adigdo [8n+21]

Para além do 16-DPA e do 16-DHP foi também usada a 16-desidro-
progesterona 4.62 como substrato esteroide para a sintese de novos
esteroides hexaciclicos quirais. O nticleo da progesterona tem sido
usado como ponto de partida para o desenvolvimento de novos ini-
bidores da enzima so-reductase, despertando por isso grande inte-
resse a sintese de esteroides hexaciclicos derivados da progesterona.
A 16-desidroprogesterona foi sintetizada a partir do 16-DHP na pre-
senca de isopropdxido de aluminio em N-metilpiperidona (Fig. 49).[53]

AI(OCH(CH3)2)3

N-metilpiperidona

451 4.62 (72%)

Figura 49: Sintese da 16-desidroprogesterona.

Este composto foi obtido através de uma oxidagdo de Oppenauer
com migragado da ligacdo dupla com um rendimento de 72%, apés
separagdo por coluna cromatografica.

A reatividade da 16-desidroprogesterona foi inicialmente explorada
na presenca do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole 4.8. Apds
irradiacdo por microondas a 250 °C durante 10 minutos o 1,7-dipolo
4.52 foi gerado e intercetado pela 16-desidroprogesterona que gerou
de forma regio- e estereosselectiva o esteroide hexaciclico quiral 4.63

(Fig. 50).

MeO,C

com MeO,C
7 2Me \\~CO,Me| A16-progesterona
0,5 NN -S0, NEN
-
4.8 O
452 4.63 (38%)

Figura 50: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.52 com a 16-
desidroprogesterona.
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Esta reacdo foi menos eficiente do que as anteriores, apresentando
menor reatividade para com o anido metil 1,2-diazafulvénio, apresen-
tando um rendimento de apenas 38%.

Analisando o espetro de RMN proténico podemos observar as prin-
cipais diferengas entre o nticleo esteroide deste esteroide hexaciclico
derivado da progesterona e os anteriores derivados da pregnenolona
(Fig. 51). O protdo H-4 aparece como um singleto com um desvio
quimico de 5.72 ppm enquanto que os protdes H-18, H-19 e H-21
aparecem com desvios quimicos semelhantes aos apresentados nos
esteroides derivados do ntcleo pregnenolona. Os protdes do grupo
éster 27 e 30 aparecem, por sua vez, com um desvio quimico de 3.92
e 3.85 ppm, respetivamente.

7.26
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Figura 51: Espetro de RMN proténico do esteroide hexaciclico 4.63.

Foi igualmente explorada a reatividade deste derivado da proges-
terona com o 3-benzil-2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole 4.42.
Tal como nas reacgdes descritas anteriormente foram obtidos dois pro-
dutos, o esteroide hexaciclico 4.64 que foi originado como produto
regio- e estereosseletivo, ndo se detectando a presenca de um possivel
diasterioisomero e o N-vinilpirazole 4.59 (Fig. 52). Contudo, dada
a menor reatividade deste substrato esteroide, o N-vinilpirazole foi
obtido com um rendimento de 51%, bastante superior ao obtido an-
teriormente nas mesmas condi¢des na presenca de outros substratos.
Por seu lado, o rendimento do esteroide 4.64 foi significativamente in-
ferior, com uma diferenca de cerca de 15%, em relagdo ao alcancado
na presenca de 16-DPA.
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MeO,C MeO,C
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Figura 52: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.57 com a 16-
desidroprogesterona.

As sulfonas 4.41 e 4.33, na presenca de 16-desidroprogesterona,
quando irradiadas por microondas a 250 °C durante 10 minutos, orig-
inaram os esteroides hexaciclicos 4.65 e 4.66, respetivamente (Fig. 53).
Ao contrario do que foi verificado nas rea¢des anteriores, a reativi-
dade da 16-desidroprogesterona com o anido metil diaza-fulvénio
4.43 foi semelhante a do 16-DPA. O esteroide hexaciclico 4.65 foi
obtido com um rendimento de 65%, apenas 5% inferior ao alcangado
na presenca de 16-DPA. Contudo, o esteroide 4.66 foi obtido com um
rendimento de 39%, significativamente inferior ao obtido nas mesma
condigdes na presenga dos outros substratos.

1,
RT0.C RIO,C
7 R \-R? | Al6-progesterona
OzS\/N’N 'SOZ ) N—N
T2
4.41R'=Et R?=Ph 4.43R'=Et R?=Ph 4.65 R! = Et R? = Ph (65%)
433R'=MeR%?=H 444R'=MeR2=H 466 R1=MeR2=H (39%)

Figura 53: Reacdo dos anides metil diazafulvénio 4.43 e 4.44 com a 16-
desidroprogesterona.

Por fim, a 16-desidroprogesterona ao intercetar o anido metil di-
azafulvénio 4.46 gerado a partir da extrusdo térmica da sulfona 4.34,
originou uma mistura de regioisémeros, tal como seria esperado.
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A\, ~CO;Me \_-CO:Me A16-progesterona
OZS\/N’N -S0, N+:N T
rd
4.34 4.46

48% (79:21)

Figura 54: Reacdo do anido metil diazafulvénio 4.46 com a 16-
desidroprogesterona.

Esta mistura foi obtida na proporcdo de 79:21, apresentando maior
quantidade de regioisémero minoritdrio 4.67b do que a obtida para o
16-DPA (Fig. 54).
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SINTESE DE DERIVADOS C-20 OXIMAS

5.1 INTRODUGAO

Os derivados de esteroides contendo oximas tém demonstrado pro-
priedades anticancerigenas. Estes derivados que apresentam um gru-
po oxima ligado directamente ou através de um espagador ao anel D
tém revelado capacidade de formar uma ligacdo coordenada com o
grupo heme da 5o-reductase, como foi referido no capitulo anterior.
No geral, os compostos que possuem o grupo oxima nas posi¢des
C-20 e C-21 e que contém insaturac¢des no anel D do esteroide demon-
straram maior atividade.[46] Alguns estudos envolvendo 4-azaesteroi-
des com grupos oxima na posi¢do 20 demonstraram também ativi-
dades inibitdrias interessantes para a 5o-redutase (Fig. 55). Contudo,
alguns esteroides contendo oximas noutras posi¢des apresentaram
também atividade antineopléstica.[82]

Recentemente foram sintetizados derivados de esteroides com um
grupo éster-oxima em C-20, 5.1.[83] Estes compostos apresentaram
atividade citotéxica em vdrias linhas celulares, nomeadamente na
NB4 e PC-3. Hartmann e colaboradores sintetizaram véarios deriva-
dos esteroides contendo oximas ligadas ao anel D, como é exemplo
o esteroide 5.2. Alguns destes compostos apresentaram grande ca-
pacidade inibitéria quer da 50-reductase, quer do CYP17, revelando
potencial interesse no tratamento de doencas da prostata.[53] Os es-
teroides contendo grupos oxima na posi¢do C-20 e C-21 sdo portanto
derivados com grande interesse no tratamento do cancro da préstata
e da BHP e que ndo se encontram totalmente explorados.

51 5.2

Figura 55: Representacdo da estrutura de C-20 oximas com propriedades
farmacolégicas.

Tal como foi referido no capitulo anterior muitos dos inibidores
do CYP17 contém heterociclos ligados ao anel D, indirectamente ou
através de um espacador. No grupo de investigacdo onde a presente
dissertacdo de mestrado foi desenvolvida, foi criada uma estratégia
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que permite ligar anéis heterociclos a posicdo alfa das oximas através
de uma reacado hetero Diels-Alder (Fig. 56).[84]

A reacdo de Diels-Alder inversa de nitrosoalquenos conjugados
com heterociclos ricos em eletrdes ou olefinas nucleofilicas tem sido
uma estratégia bastante utilizada para originar 1,2-oxazinas e oxi-
mas de cadeia aberta. A geracdo destes nitrosoalquenos requer ini-
cialmente a preparagdo de oximas halogenadas como 5.5. O com-
posto a-halogenado 5.4 foi obtido através do tratamento de 5.3 com
bromo molecular em dioxano e éter etilico. A oxima alvo, 5.5, foi en-
tdo gerada apds a reagdo do composto halogenado com hidrocloreto
de hidroxilamina.

O HO.

(6]
Br N
N N Br ]
=N Brs = 'y NH0H.CI N,
N e N
(jN‘N
5.3

Ny ,
Dioxano/ éter N CH,Cl,/ MeOH N-\
etilico (30:70) (60:40), t.a., 48h
t.a. 4h
5.4 55

Figura 56: Estratégia de sintese de oximas o-halogenadas.

Apos o tratamento da oxima halogenada com carbonato de sédio
em diclorometano, esta foi convertida no nitrosoalqueno 5.6 que foi
intercetado, in situ, pelo etil vinil éter e por varios heterociclos (Fig.
57). No caso da reagdao com o etil vinil éter, os cicloadutos foram iso-
lados como resultados da cicloadi¢do [4+2], 5.8. Na reacdo com os
heterociclos, que possuem maior cardcter aromatico como o pirrole e
o indole, foram isolados os compostos com a oxima de cadeia aberta,
5.7 € 5.9. Estes compostos de cadeira aberta surgem da rearomatiza-
¢do do cicloaduto formado ap6s a cicloadigao [4+2].[84]
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Figura 57: Reacdo de hetero Diels-Alder de nitrosoalquenos com diendfilos.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste projeto de investigacdo pretendia-se sintetizar esteroides con-
tendo um grupo oxima em C-20 com um heterociclo na posigdo alfa
desta oxima. Para tal, adoptou-se a estratégia descrita acima, inici-
ada pela bromacdo selectiva do 16-DPA na posi¢do C-21 (Fig. 58).
O passo seguinte passava pela formacdo da oxima em C-20 através
da reagdo do esteroide 21-bromado, 5.10, com hidrocloreto de hidro-
xilamina. Na presenca de base, o composto 5.11 deveria originar o
intermedidrio nitrosoalqueno 5.12 que, na presenca de heterociclos
como o indole e o pirazole, levaria a formagdo de derivados esteroide
contendo um grupo C-20 oxima e um heterociclo na posigdo o, como
é exemplo o esteroide 5.13. A formacdo da oxima de cadeia aberta
resultaria da expectavel rearomatizacdo do cicloaduto apés a hetero
diels-alder.

5.13

Figura 58: Estratégia de sintese de C-20 oximas contendo heterociclos em
posicdo a.

5.2.1 Bromacio

Inicialmente, optou-se por tentar a bromacao selectiva na posigdo
alfa do grupo carbonilo C20 aplicando o procedimento descrito an-
teriormente. No primeiro ensaio, adicionaram-se 1.1 equivalentes de
bromo em dioxano e éter etilico numa proporgdo de 30:70 durante 4
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horas (Fig. 59). Apds a mistura resultante da reagéo ter sido analisada
por RMN proténico, verificou-se que nenhum dos produtos obtidos
correspondia ao composto pretendido 5.10. Os picos dos protdes H-
16 e H-6 que aparecem caracteristicamente com um desvio quimico
de, aproximadamente, 6.70 e 5.38 ppm sofreram um desvio para va-
lores inferiores. Esta evidéncia sugere o desaparecimento das ligacoes
duplas A6 e A16 e a possivel bromacdo nessas posicoes.

Bl’z
—X—
Dioxano/éter
etilico (30:70)

AcO
3.4 5.10

Figura 59: Tentativa de bromagédo do 16-DPA na posigdo C-21.

Apos esta tentativa falhada de bromacdo optou-se por outra via
para a bromacéo do 16-DPA (Fig. 60). Esta via, mais complexa, comega-
va com a hidrélise do grupo acetato através da adi¢do de uma solugao
aquosa de hidréxido de sédio (2%) em metanol, originando o 16-DHP
com um rendimento de 99%.[85] O grupo 3-hidroxilo do 16-DHP foi
seguidamente protegido utilizando dcido férmico, originando o com-
posto 5.14 com 72% de rendimento.

5.16 (34%)

HCI

5.17

Figura 60: Estratégia de sintese de esteroides C-21 bromados.
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Com o objetivo de facilitar a bromagédo na posigdo C21 do esteroide,
a cetona 5.15 e o dcido p-toluenosulfénico foram refluxados em ace-
tato de isopropenil, originando o composto 5.16 com um rendimento
de 34%. A bromagdo do composto 5.16 foi efectuada utilizando N-
bromosuccinimida. Apds 20 horas de reacédo, a andlise da mistura por
RMN proténico exibiu os desvios quimicos caracteristicos do com-
posto 5.16, apesar da amostra ainda se encontrar contaminada com o
composto de partida. Tendo em conta que o rendimento global desta
via para obter o derivado bromado partindo do 16-DPA é muito baixo,
optou-se por desistir desta via e procurar uma alternativa com uma
eficiéncia superior.

A bromagdo na posigdo 21 foi finalmente obtida refluxando 16-DPA
na presenga de brometo de cobre (II) em THF (Tab. 4).[86] Inicial-
mente com 2 horas de reagdo e utilizando 2 equivalentes de brometo
de cobre (II) o rendimento foi apenas de 6%, apds isolamento por
coluna cromatografica. Nesta reacdo foi também possivel recuperar
grande parte do reagente de partida. Por esta razdo, aumentou-se
o tempo e o nimero de equivalentes de brometo de cobre (II) nas
reacgdes posteriores. Quando usados 5 equivalentes de brometo de
cobre (II) em THF durante 24h o rendimento foi de 41%, um valor
muito superior ao do rendimento global da via apresentada anteri-
ormente. Todavia, ndo foi possivel observar a formacdo do esteroide
halogenado 5.10 quando se utilizou metanol como alternativa ao THF
como solvente da reacdo.

Tabela 4: Sintese do acetato de 21-bromo-16-desidropregnenolona na pre-
senca de CuBr;.

CuBr;
refluxo, THF
3.4
N° equiv de CuBr2 Solvente Tempo Rendimento

2 THF 2h 6%

2 THF 24h 24%

3 THF 24h 25%

4 THF 24h 35%

5 THF 24h 41%

3 Metanol 24h -
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Figura 61: Espetro de RMN proténico do esteroide 5.10.

Analisando o espetro de RMN proténico do composto 5.10 é pos-
sivel observar o pico correspondente aos protdes do grupo CH2Br
como singleto com um desvio quimico de 4.11 ppm (Fig. 61). E tam-
bém possivel observar que a bromacgao foi selectiva em C-21, man-
tendo as ligagdes duplas A6 e A16 intactas.

Porém, ao aplicar a mesma estratégia utilizando brometo de cobre
na tentativa de bromacgdo selectiva do substrato esteroide 16-DHP,
ndo se obteve o composto 4.83 (Fig. 62). Ao analisar o RMN pro-
ténico da mistura obtida verificou-se que a bromagdo ndo ocorreu na
posicdo C-21, alfa ao carbonilo, uma vez que os protdes desse grupo
se encontravam com o mesmo desvio quimico dos protdes do grupo
metil C-21 do 16-DHP.

CuBr,

refluxo, THF

5.18

Figura 62: Tentativa de bromacado da 16-DHP na posi¢do C-21.
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5.2.2  Formacdo da oxima e do cicloaduto

Ap6s a sintese do acetato de 16,17-desidro-21-bromo-pregnenolona
5.10 partiu-se para a tentativa de introducdo de um grupo oxima em
C-20. Para tal, fez-se reagir o derivado 21-bromado 5.10 com hidro-
cloreto de hidroxilamina (Fig. 63). A hidroxilamina foi dissolvida em
agua e adicionada a uma solugdo de esteroide bromado em etanol e
deixou-se reagir durante 12 horas. Contudo, esta reagdo nado originou
o composto esperado 5.11. Ao analisar o RMN proténico, verificou-se
que a oxima se tinha formado mas o pico correspondente ao grupo
CH,Br ndo estava presente. Isto pode ser explicado por uma pos-
sivel substitui¢do do bromo por um grupo hidroxilo e, por essa razao,
tentou-se novamente a adi¢do do hidrocloreto de hidroxilamina uti-
lizando diferentes solventes.

Utilizando uma mistura de etanol e diclorometano ndo se obteve
indicios da formagdo da oxima e observou-se o desaparecimento do
pico correspondente ao grupo CH;Br. Como néo se observou a for-
macdo da oxima, optou-se por utilizar base para neutralizar o hidro-
cloreto de hidroxilamina de modo a facilitar a formagdo da oxima.
Dissolveu-se o hidrocloreto de hidroxilamina e o acetato de s6dio em
agua e, ap6s adi¢do do esteroide bromado 5.10, a mistura ficou em
agitacdo durante 20 minutos, sendo colocada posteriormente no con-
gelador durante 12 horas. Porém, esta reagdo foi infrutifera, apenas
se obtendo o reagente de partida 5.10 como tnico produto.

NH,OH.HCI

AcO
5.10 5.11

Figura 63: Tentativa de sintese da C-20 oxima o-bromada 5.11.

Como nado foi possivel sintetizar o composto 5.11 através da reacado
de bromagéo e da introdugdo do grupo oxima, tentou-se inverter a or-
dem das reagdes, introduzindo primeiro o grupo oxima e de seguida
partir-se para a bromagdo na posi¢do C-21. A oxima 5.19 foi sinteti-
zada através da reagdo do 16-DPA, 3.4, na presenga de hidrocloreto
de hidroxilamina e piridina (Fig. 64). Contudo, ao utilizar o proced-
imento de bromagdo com CuBr;, (II), descrito anteriormente, para a
bromagdo da oxima 5.19 ndo se obteve o produto esperado. Ao anal-
isar o espetro de RMN proténico foi possivel verificar que o sinal do
grupo oxima tinha desaparecido, sugerindo uma possivel degradacdo
deste.
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NH,OH.HCI
—_——

95% EtOH, Py

AcO

3.4 5.19 (48%)

Figura 64: Sintese da C-20 oxima 5.19 partindo do 16-DPA.

Ao verificar que a bromagdo da oxima 5.19 ndo originava o pro-
duto esperado e que ndo era possivel introduzir o grupo oxima no es-
teroide 5.10, nas condi¢des apresentadas anteriormente, optou-se por
uma reagdo one pot na presenca de base. O hidrocloreto de hidroxil-
amina foi colocado em agitagdo na presenga de carbonato de sédio em
diclorometano e, ap6s 30 minutos, foram adicionadas uma solugdo do
esteroide bromado 5.10 em diclorometano e pirrole (Fig. 65). Ao con-
trario do esperado, esta reagdo ndo originou o composto 5.21 mas,
através de separagdo por coluna cromatografica, foi possivel isolar
um produto com estrutura desconhecida, em quantidade diminuta.

m

N
H

Y

NH,OH.HCI, Na,CO3
t.a. 48h

(/ \} NH,OH.HCI, Na,CO3
N t.a. 48h

5.20 (11%)

Figura 65: Reagdo one pot na tentativa de formagdo do cicloaduto 5.21.

Apbs analise do RMN proténico deste composto foi proposta a es-
trutura 5.20, cujos protdes apresentam ambientes quimicos condizentes
com os desvios quimicos apresentados no RMN proténico (Fig. 66).
O esteroide pentaciclico 5.20 resultaria da adi¢do conjugada da hidro-
xilamina, seguido de ciclizagdo, levando a formagdo de um anel de
cinco membros, ao invés de um anel de seis membros. Devido a pe-
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Figura 66: Espetro de RMN proténico do esteroide pentaciclico 5.2o0.

quena quantidade de composto disponivel apenas foi possivel confir-
mar a estrutura deste composto por espetroscopia de infravermelho,
detetando-se a presenga de um grupo hidroxilo, o que aponta para a
formacao do anel de cinco membros. A estrutura do composto obtido
serd posteriormente elucidada recorrendo a outros métodos de cara-
terizacdo.
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Neste trabalho pretendeu-se explorar a reatividade de varios deriva-
dos esteroides com anides metil 1,2-diazafulvénio, via reacdo de ci-
cloadigdo [8n+27], para a preparagdo de novos esteroides hexaciclicos
quirais. Demonstrou-se que a eliminagado térmica de diéxido de enx-
ofre de novos 2,2-dioxo-1H-3H-pirazolo[1,5-c]tiazoles contendo um
grupo carboxilato na posi¢do 6 ou 7 gera os respetivos anides metil
1,2-diazafulvénio que participam em reagdes de cicloadi¢do com os
varios derivados esteroides.

Foram sintetizados dois novos esteroides hexaciclicos através da
cicloadicdo [8n+2n] do 16-DPA com o0s anides metil diazafulvénio ger-
ados apartir do 2,2-dioxo-1H-3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-7-carboxilato
de metilo e 2,2-dioxo-1H-3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-6-carboxilato de me-
tilo (Fig. 67). A reagdo do 16-DPA com o derivado 6-carboxilato de
metilo levou a formacdo de uma mistura de regioisémeros, enquanto
que a reacdo com o derivado 7-carboxilato de metilo foi estereo- e
regiosselectiva. Foi também optimizada a cicloadigdo [8n+2n] do 16-
DPA com o anido metil diazafulvénio gerado a partir do 6-fenil-2,2-
dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-7-carboxilato de etilo. Concluiu-se
igualmente que, na generalidade, quando a reacdo ocorre sob irra-
diagdo microondas o rendimento é superior ao da termdlise conven-
cional.

EtO,C

= NP

_N:N

Figura 67: Reacdes de cicloadigdo [8n+2n] do 16-DPA com anides metil 1,2-
diazafulvénio
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Figura 68: Reacdes de cicloadi¢do [8n+2n] do 16-DHP com anides metil 1,2-
diazafulvénio

Foi igualmente explorada a reatividade do 16-DHP na presenga de
diversos anides metil diazafulvénio (Fig. 68). A reagdo do 16-DHP
com o 2,2-dioxo-1H-3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-6-carboxilato de metilo
originou igualmente uma mistura de regioisémeros. Por outro lado, a
rea¢do do 16-DHP com o 3-Benzil-2,2-dioxo-1H-3H-pirazolo[1,5-c]tia-
zole-6,7-dicarboxilato de dimetilo foi regio- e estereosselectiva. Atra-
vés de calculos computacionais ao nivel DFT, utilizando a N-fenilmalei-
mida como modelo reacional, demonstrou-se que a estereosselectivi-
dade do esteroide hexaciclico obtido resulta da cicloadigdo endo da
conformacdo mais estavel do dipolo, com o 1-substituinte para fora,
pela face o menos impedida do esteroide. As rea¢des do 16-DHP com
os diversos anides metil diazafulvénio originaram os respetivos es-
teroides hexaciclicos com menor rendimento do que os originados
partindo do 16-DPA nas mesmas condigdes.

A termolise de 2,2-dioxo-1H-3H-pirazolo[1,5-c]tiazoles na presenca
da 16-desidroprogesterona gerou os anides metil 1,2-diazafulvénio,
dando origem aos respetivos esteroides hexaciclicos (Fig 69). Esta es-
tratégia levou a sintese de seis novos esteroides hexaciclicos, quirais,
derivados do ntcleo progesterona. A formacdo destes cicloadutos
ocorreu com um menor rendimento quando comparado com a for-
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Figura 69: Reacdes de cicloadigdo [8n+2r] do 16-Desidroprogesterona com
anides metil 1,2-diazafulvénio

magdo destes, na presenca de 16-DPA, nas mesmas condi¢des de
irradiacdo microondas, demonstrando a menor reatividade da 16-
desidroprogesterona. Contudo, a reagdo do 6-fenil-2,2-dioxo-1H,3H-
pirazolo[1,5-c]tiazole-7-carboxilato de etilo com a 16-desidroprogeste-
rona sob irradiagdo microondas originou o respetivo cicloaduto com
um rendimento semelhante ao da reacdo com o 16-DPA.

A estrutura de alguns destes esteroides hexaciclicos sintetizados
foi posteriormente modificada, levando a sintese de dois novos es-
teroides hexaciciclos. Procedeu-se a hidrélise e reducdo destes com-
postos, obtendo-se esteroides derivados do nticleo pregnenolona com
substituintes carboxilo e hidroxilo no anel pirazolo, respetivamente.
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Neste trabalho pretendeu-se igualmente sintetizar esteroides con-
tendo C-20 oximas com heterociclos em posicdo o. Esta estratégia
passava pela sintese do esteréide C-21 bromado 5.10, seguido da for-
magdo da oxima bromada em posi¢do o que, na presenca de base,
formaria o nitrosoalqueno in situ, levando a formagdo dos cicloadu-
tos alvo na presenca de um heterociclo. Apds vdrias tentativas por
diferentes vias sintéticas, a bromacao do 16-DPA foi alcangada na
presenga de CuBr (II) em THF. Apesar das tentativas de formacédo do
grupo oxima em C-20 ndo terem originado o composto pretendido,
foi possivel isolar um esteroide novo. Este esteroide foi identificado
como um esteroide pentaciclico com a estrutura 5.20.

AcO

5.10 5.20

Como foi referido, este projeto de investigagdo teve dois objetivos
principais: a sintese de novos esteroides quirais hexaciclicos, através
da cicloadigdo [8t+2n] de anides metil diazafulvénio a substratos es-
teroide, estratégia pela qual se sintetizaram 12 novos esteroides; e a
sintese de C-20 oximas contendo um heterociclo em posi¢do o, da
qual, apesar de nao se ter obtido nenhum cicloaduto pretendido, se
obteve um novo esteroide pentaciclico.
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7.1 APARELHAGEM UTILIZADA

Pontos de fusdo

Os pontos de fusdo foram determinados num microscépio de placa
aquecida Falc Melting Point com o nimero de série R132467, pelo
método de capilar aberto e os seus valores nao sdo corrigidos.

Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos num espectrémetro
Nicolet 6700 FTIR. Utilizaram-se pastilhas de KBr para os sélidos e
os 6leos foram analisados utilizando pastilhas de KBr como suporte.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN 1H e RMN
13C) foram obtidos nos espectrémetros Brucker Avance III, operando
a 400 MHz (1H) e 100 MHz (13C). Utilizou-se como solvente clo-
roférmio deuterado (CDCl3), exceto nos casos indicados; os valores
dos desvios quimicos sdo apresentados em ppm relativamente ao
padrao interno tetrametilsilano (TMS) e os valores das constantes de
acoplamento (J) sdo expressos em Hz.

Espectroscopia de Massa
Os espectros de massa foram obtidos num espectrémetro de massa

Bruker FTMS APEXIII com ionizagdo por electrospray (ESI) ou HP
6890 Plus com ionizagdo por impacto eletrénico (IE).

Microondas

As reag0es realizadas com irradiagdo por microondas foram efe-
tuadas num aparelho da marca Discover S-Class da CEM Focused
Synthesis System usando tubos microondas de 10 mL.

Cromatografia

Nas reagdes cuja evolugdo foi acompanhada por cromatografia em
camada fina, utilizaram-se placas de silicas 60 F254 em suporte de
aluminio fornecidas pela Merck. A maioria dos compostos foram pu-
rificados por cromatografia em coluna de silica, usando gel de silica
60 (0.040-0.063 mm) fornecida pela Merck, Macherey-Nagel ou Fluka.
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7.2 SOLVENTES E REAGENTES

Acetato de Etilo
Foi refluxado durante 3 horas na presenca de carbonato de potassio
de seguida destilado.

Acetona
Foi refluxada durante 3 horas na presenca de carbonato de potéssio,
destilada e armazenada sobre peneiro moleculares de 3 A.

Diclorometano e Cloroférmio
Foram refluxados na presenca de cloreto de célcio durante 3 horas,
destilados e guardados sobre peneiro moleculares de 4 A.

Etanol e Metanol

Foram aquecidos a refluxo durante 2 horas com magnésio (5 g/L)
na presenca de palhetas de iodo (0.5 g/L), destilados a partir do al-
coxido de sédio, e guardados sobre peneiros moleculares 3 A.

Eter etilico, Hexano e Tolueno

Foram refluxados na presenga de fios de sédio, utilizando ben-
zofenona como indicador, destilados, e guardados sobre peneiros mole-
culares de 4 A.

Todos os outros solventes e reagentes foram fornecidos pela Aldrich,
Merck ou Flucka e utilizados directamente, sem qualquer tipo de pu-
rificacdo adicional.

7.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
7.3.1 Sintese de Acido 1,3-tiazolidina-q-carboxilicos:
Acido 1,3-tiazolidina-4-carboxilico (4.28)

A sintese deste compostos foi efetuada com base num procedi-
mento da literatura, com pequenas alteragdes[87]. A uma solucédo de
L-cisteina (4.8g, 4ommol) em dgua (40 mL) adicionou-se uma solugao
de formaldeido (40 mmol) em etanol (30 mL). A mistura ficou em
agitacdo reacional durante a noite a temperatura ambiente. Filtrou-se
o s6lido obtido e lavou-se com éter etilico.

O produto foi obtido como um sélido branco (99%).

1H RMN (CD30D) 2.99-3.02 (m, 2H), 3.72-3.75 (m, 1H), 4.22 (d, 1H,
J=9.6 Hz), 4.38 (d, 1H, ] = 9.6 Hz).
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7.3.2  Sintese de Acido N-Nitroso-1,3-tiazolidina-4- carboxilicos:
Acido N-nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico (4.29)

Adicionou-se lentamente uma solug¢do de acido cloridrico concen-
trado a uma suspensao de 4cido 3-tiazolidina-4-carboxilico 4.28 (123.7
mmol) em dgua (126 mL) até a dissolugdo completa da suspensao.
Manteve-se a mistura reacional em agitagdo vigorosa e adicionou-se,
lentamente, utilizando um funil de adi¢do, uma solucido de nitrito
de sédio (17.0 g, 2eq., 247.4mmol) em dgua (63 mL). Imediatamente
ap6s a adi¢do da solugdo, observa-se a libertagdo vigorosa de N>Oy
e a diminuigdo da intensidade da cor vermelha da solucdo inicial.
A mistura reacional é agitada durante 12 h a temperatura ambiente.
Ap6s a reagdo estar completa, extraiu-se com acetato de etilo (3 x 8o
mL), juntam-se os extratos organicos e lava-se com 4dgua (8o mL) e
com solugdo saturada de cloreto de sédio (8o mL). Secou-se a fase
organica com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se.

O produto foi purificado por cristalizagdo com éter de petréleo
e obtido como um sélido amarelo (76%). O espectro de 'H RMN
mostra a presenga de dois isémeros rotacionais (razdo 53:47): 'H
RMN (isémero maioritario) 3.30-3.48 (m, 2H), 4.49 (d, 1H, ] = 11.7 Hz),
4.88 (d, 1H, ] = 11.7 Hz), 4.95 (t, 1H, ] = 7.1 Hz); 'H RMN (isémero
minoritdrio) 3.30-3.48 (m, 2H), 5.28 (d, 1H, ] = 10.4 Hz), 5.67 (d, 1H, |
=10.4 Hz), 5.85 (t, 1H, | = 4.4 Hz).

7.3.3 Sintese de 4H, 6H-Tiazolo[3,4-cl[1,2,3]oxadiazol-7-io-3-olatos:
4H,6H-Tiazolol3,4-cl[1,2,3]loxadiazol-7-i0-3-0latos (4.30)

A uma suspensdo de &cido N-nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico
4.29 (21.65 mmol) em éter etilico (230 mL) a 0° C adicionou-se lenta-
mente anidrido trifluoroacético (3.1 mL, 21.65 mmol). Agitou-se a
mistura reacional durante 6 h a o °C. Aqueceu-se até a temperatura
ambiente e deixou-se em agitacdo durante 24 h. Evaporou-se o sol-
vente e adicionou-se dgua (20 mL) e uma solugdo de hidrogenocar-
bonato de s6dio (NaHCQOj3) até neutralizar a solugdo. Extraiu-se a
fase organica com acetato de etilo, secou-se com sulfato de magnésio
anidro e evaporou-se o solvente.

O produto precipitou no meio reacional e foi filtrado e lavado com
éter etilico frio. O produto foi obtido como um sélido amarelado
(72%).'H RMN 4.03 (t, 2H, | = 2.0 Hz), 5.04 (t, 2H, ] = 2 Hz).
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7.3.4 Sintese de 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-carboxilatos:

1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-7-carboxilato de metilo (4.31) e 1H,3H-
Pirazolol1,5-c]tiazole-6-carboxilato de metilo (4.32)

Preparou-se uma solugao do 4H, 6H-Tiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazol-
7-i0-3-olatos 4.30 (1 g, 6.94 mmol) e metil propiolato (0.99 mL, 11.1
mmol) em Xileno (7.5 mL). Refluxou-se sob atmosfera inerte de azoto
durante 4 h. A reacdo foi arrefecida até a temperatura ambiente e
evaporou-se o solvente. A purificagdo dos produtos foi feita por col-
una cromatografica (acetato de etilo/ hexano, 1:2) obtendo-se, por
ordem de elui¢do, o produto 4.31 como um sélido branco (16%) e o
produto 4.32 como um sélido branco (53%).

Composto 4.31: pf 111.2-112.0 °C (a partir de acetato etilo/ hexano).
IV (KBr) 1115, 1269, 1277, 1358, 1439, 1570 e 1697 cm . 'H RMN: 3.81
(s, 3H), 4.26 (br s, 2H), 5.19 (br s, 2H), 7.95 (s, 1H). 3*C RMN: 28.1, 50.2,
51.6, 108.5, 146.3, 147.7, 163.2. EMAR (EI-TOF) m/z: calculado para
C7HgN>O,S [M]+ 184.0306, encontrada 184.0313.

Composto 4.32: pf 100.1-100.7 °C (a partir de acetato de etilo/ hexa-
no). IV (KBr) 1205, 1234, 1248, 1471, 1485 e 1712 cm~'. 'H RMN: 3.89
(s, 3H), 4.09 (br s, 2H), 5.20 (br s, 2H), 6.57 (br s, 1H). 13C RMN: 26.9,
49.9, 52.2, 102.8, 144.6, 148.7, 162.6. EMAR (EI-TOF) m/z calculado
para CyHgN>O2S [M]+ 184.0306, encontrado 184.0301.

1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-dimetanol (4.36)

Preparou-se uma solucdo de LiAlHy (1.04 g, 3.3 eq., 27.3 mmol)
em éter etilico seco (56 mL) e arrefeceu-se a o °C. Adicionou-se lenta-
mente uma solucdo de 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-dicarboxilato
de dimetilo 4.35 (8.26 mmol) em diclorometano seco (8o mL). Ap6s
o término da adi¢do, colocou-se a mistura reacional a refluxo (40 °C)
durante 1.5 h. A reagdo foi arrefecida até a temperatura ambiente
e adicionou-se, gota a gota, utilizando um funil de adicdo, acetato
de etilo até a reacdo deixar de borbulhar, seguido de H,O (1 mL),
NaOH (15%, 1 mL) e H,O (3 mL). A mistura ficou em agitacdo du-
rante 30 minutos. Filtrou-se a mistura sobre celite e lavou-se com
acetato de etilo quente, seguido de diclorometano frio. Secou-se com
sulfato sulfato de s6dio anidro e evaporou-se o solvente.

O produto foi obtido como um sélido branco (60%). 1H RMN (DMSO-
d6): 4.08 (s, 2H), 4.38 (t, 4H, | = 5.1 Hz), 4.75 (t, 1H, | = 5.4 Hz), 4.91 (t,
1H, ] = 5.6 Hz), 5.1 (s, 2H). 3C RMN: 26.09, 48.57, 53.47, 56.46, 113.38,
142.36, 155.18.
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1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-diacetato de metileno (4.37)

Preparou-se uma solucdo do 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-dime-
tanol 4.36 (2.91 mmol) em diclorometano seco (7.9 mL) e adicionou-
se trietilamina (2 mL, 4.9 eq., 14.3 mmol), 4-(dimetilamina)-piridina
(4mg) e anidrido acético (0.69 mL, 2.5 eq., 7.27 mmol). Colocou-se a
mistura reacional em agitacdo a 25 °C durante 1.5 h. Adicionou-se
diclorometano (60 mL) e lavou-se a fase organica com agua (3x 40
mL). Secou-se a fase orgénica e evaporou-se o solvente.

O produto foi obtido como um sélido branco (86%). ' H RMN: 2.01
(s, 3H), 2.07 (s, 3H), 4.10 (t, 2H, | = 1.6 Hz), 4.96 (s, 2H), 5.10 (s, 2H),
5.14 (t, 2H, ] = 1.7 Hz). '*C RMN: 20.88, 20.90, 26.74, 49.84, 55.86, 58.83,
109.19, 144.67, 151.91, 170.58, 170.79.

1,3,6,8-Tetrahidrofuro[3’,4":3,4]pirazolo[1,5-cltiazole (4.38)

Preparou-se uma solucdo do 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-dime-
tanol 4.36 (1.07 mmol) e dcido p-toluenosulfénico (4.7 mg, 0.025 mmol)
em 30 mL de tolueno seco e refluxou-se com uma armadilha de Dean-
Stark durante 18 h. Lavou-se a mistura reacional com bicarbonato de
sodio (5%), extraiu-se a fase organica, e lavou-se com H,O. Secou-se a
fase organica com sulfato de sédio anidro e evaporou-se. Precipitou-
se o produto com acetona e filtrou-se.

O produto foi obtido como um sélido branco (40%). ' H RMN: 4.06
(s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.42 (s, 2H), 5.16 (s, 2H);

7.3.5 Sintese de 2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazoles:

Procedimento geral para a sintese de 2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-
cltiazoles:

A uma solucdo de 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-carboxilato (1.23 m-
mol) em diclorometano (8.6 mL), sob atmosfera inerte e a temperatura
de o °C, adicionou-se lentamente dcido 3-cloroperoxibenzoéico (3eq.,
3.60 mmol). Retirou-se o banho de gelo e deixou-se em agitagdo, a
temperatura ambiente, durante o tempo indicado em cada caso. Ap6ds
a reagdo estar completa, lavou-se a mistura reacional duas vezes com
uma solucdo aquosa de bissulfito de sédio (10% m/v, 2 x 8o mL) e
duas vezes com uma soluc¢do aquosa de bicarbonato de sédio (10%
m/v, 2 x 80 mL). Secou-se a fragdo organica com sulfato de sédio
anidro e evaporou-se o solvente.

71



72

PARTE EXPERIMENTAL

2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-7-carboxilato de metilo (4.33)

Obtido a partir do 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-7-carboxilato de me-
tilo 4.31 como descrito no procedimento geral (tempo de reacdo: 4 h).
O produto foi obtido como um sélido branco que foi recristalizado
com éter etilico (68%). pf 160.2-160.5 °C (a partir do éter etilico). IV
(KBr) 1034, 1107, 1138, 1215, 1255, 1334, 1381, 1483, 1572 e 1724 cm ™.
1H RMN: 3.85 (s, 3H), 4.66 (s, 2H), 5.21 (s, 2H), 8.07 (s, 1H). 13C RMN:
52.1, 53.3, 67.5, 112.2, 137.8, 143.8, 162.2. EMAR (ESI-TOF) m/z calcu-
lada para C;H9N>O4S [M+H]+ 217.02775, encontrada 217.02736.

2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-6-carboxilato de metilo (4.34)

Obtido a partir do 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6-carboxilato de me-
tilo 4.32 como descrito no procedimento geral (tempo de reacdo: 4 h).
O produto foi obtido como um sélido branco e foi recristalizado com
éter etilico (71%). pf 200.9-201.7 °C (a partir do éter etilico). IV (KBr)
1144, 1198, 1248, 1350, 1450, 1481 e 1726 cm~'. 'H RMN: 3.95 (s, 3H),
4.51 (s, 2H), 5.25 (s, 2H), 6.86 (s, 1H). '3C RMN: 52.4, 52.6, 67.4, 106.3,
135.2, 146.8, 161.8. EMAR (ESI-TOF) m/z calculado para C;H9N>O4S
[M+H]+ 217.02775, encontrada 217.02767.

2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-diacetato de metileno (4.39)

Obtido a partir do 1H,3H-Pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-diacetato de me-
tileno 4.37 como descrito no procedimento geral (tempo de reacdo: 24
h). O produto foi obtido como um sélido branco e foi recristalizado
com éter etilico (58%). 'H RMN: 2.02 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 4.54 (s, 2H),
4.99 (s, 2H), 5.16 (s, 2H), 5.17 (s, 2H). *C RMN: 20.81, 20.83, 52.38,
55.34, 57.96, 67.48, 112.83, 135.33, 150.14, 170.47, 170.88.

2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-dimetanol (4.40)

A uma solucdo de 2,2-Dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-6,7-diace-
tato de metileno 4.39 (0.71 mmol) em metanol (15 mL) adicionou-se
uma solugdo aquosa de hidréxido de sédio (2% m/v, 3.6 eq., 5.09
mL). Agitou-se a mistura reacional a temperatura ambiente durante
12 h. Adicionou-se dgua (100 mL) a mistura resultante e extraiu-se
com acetato de etilo (3 x 30 mL). Secou-se a fase organica com sulfato
de s6dio anidro e evaporou-se o solvente.

O produto foi obtido sob a forma de um sélido branco (31%). 'H
RMN (DMSO-d6): 4.50 (d. 4H, | = 5.6 Hz), 4.72 (s, 2H), 4.98 (t, 1H, |
= 5.4 Hz), 5.10 (t, 1H, ] = 5.6 Hz), 5.45 (s, 2H).3C RMN (DMSO-d6):
51.39, 53.35, 55.95, 66.11, 116.73, 133.50, 152.38.
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7.3.6  Sintese de substratos esteroides referente ao capitulo 4:
16-Desidropregnenolona (4.51)

Este composto foi preparado por adaptacdo de um procedimento
da literatura.[81] A uma solucdo do acetato de 16-desidropregnenolona
3.4 (5.61 mmol) em metanol (300 mL) adicionou-se uma solugdo aqu-
osa de hidréxido de sédio (2% m/v, 2 eq., 20 mL). Agitou-se a mis-
tura reacional a temperatura ambiente durante 30 h. Evaporou-se o
metanol, adicionou-se d4gua (100 mL) a mistura resultante e extraiu-se
com acetato de etilo (3 x 60 mL). Secou-se a fase organica com sulfato
de s6dio anidro e evaporou-se o solvente. O produto foi obtido sob a
forma de um sélido branco (99%). 'H RMN: 0.92 (s, 3H), 0.97-1.02 (m,
1H), 1.05 (s, 3H), 1.29-1.65 (m, 11H), 1.85 (dd, 2H, | = 13.5 e 3.1 Hz),
1.98-2.01 (m, 1H), 2.03-2.06 (m, 1H), 2.26 (s, 3H), 2.29 (dd, 1H, ] = 6.4
e 3.6 Hz), 2.33 (dd, 1H, | = 3.3 e 1.9 Hz), 2.41 (dt, 1H, | = 12.7 e 3.7),
5.36 (br d, 1H, | = 5.2 Hz), 6.71 (dd, 1H, ] = 3.3 e 1.9 Hz).

16-Desidroprogesterona (4.62)

Este composto foi preparado por adaptagdo de um procedimento
da literatura.[53] Adicionou-se N-metilpiperidona (29 mmol, 3.38 mL)
a uma solucdo de 16-desidropregnenolona (0.31 mmol, 0.097 g) em
tolueno seco (10 mL). Aqueceu-se a mistura sob refluxo com uma
armadilha de Dean-Stark até serem recolhidos 1-2 mL de tolueno.
Adicionou-se isopropéxido de aluminio (0.56 mmol, 0.112 g) e refluxou-
se a mistura durante 4 h. Adicinou-se novamente isopropdxido de
aluminio (0.32 mmol, 44.7 mg) e refluxou-se durante 2 h. Arrefeceu-
se a mistura até a temperatura ambiente e dilui-se com éter etilico
(20 mL). Lavou-se a mistura reacional com H;O (2 x 20 mL) e uma
solucdo aquosa de NaCl (30 mL). Secou-se com sulfato de sédio
anidro e evaporou-se o solvente. O crude foi separado por coluna
cromatogréfica [acetato de etilo/ hexano (1:1)] obtendo-se o produto
sob a forma de um sélido branco (72%). ' H RMN: 0.94 (s, 3H), 0.98-
1.06 (m, 1H), 1.12 (dd, 1H, | = 13.4 e 3.8 Hz), 1.21 (s, 3H), 1.26-1.50 (m,
4H), 1.65-1.80 (m, 2H), 1.87 (br d, 1H, | = 12.8 Hz), 1.98-2.12 (m, 2H),
2.26 (s, 3H), 2.30-2.50 (m, 6H), 5.73 (s, 1H), 6.70 (dd, 1H, ] = 3.3 e 1.9
Hz).

7.3.7  Sintese de novos derivados esteroides via reagdes de cicloadi¢io [8n+27]
de anides metil 1,2- diazafulvénio:

Procedimento geral:

Método A: Uma suspensdo do esteroide indicado em cada caso (0.28
mmol) e da sulfona apropriada (2-3 eq.) em 1,2,4-triclorobenzeno
foi irradiada num reactor microondas a 250 °C, durante 10 minutos.
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Ap06s arrefecimento até a temperatura ambiente, a mistura reacional
foi purificada por cromatografia em coluna eluindo com hexano (para
remover o 1,2,4-triclorobenzeno) seguido de acetato etilo/hexano nas
proporcdes indicadas para cada caso.

Método B: Uma suspensdo do esteroide indicado em cada caso (0.28
mmol) e da sulfona apropriada (2-3 eq.) em 1,2,4-triclorobenzeno foi
aquecida em refluxo sob atmosfera inerte, durante o tempo indicado
em cada caso. Apo6s arrefecimento até a temperatura ambiente, a mis-
tura reacional foi purificada por cromatografia em coluna eluindo
com hexano (para remover o 1,2,4-triclorobenzeno) seguido de ac-
etato etilo/hexano nas propor¢des indicadas para cada caso.

2-fenil-4,5,6,7-tetrahidropirazolol[1,5-a] piridina-3-carboxilato de eti-
lo fundido ao acetato de 16-desidropregnenolona (4.25)

Obtido a partir da rea¢do do 6-fenil-2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-
c][1,3]tiazole-7-carboxilato de etilo 4.41 com o 16-DPA. A purificagdo
do crude foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato de
etilo/ hexano (1:4)], originando o composto 4.25 como um sélido
branco. (Método A: 70%; Método B: 36%): pf 110.1-111.9 °C (a par-
tir de acetato de etilo/hexano). IV (KBr) 1032, 1130, 1248, 1452, 1701,
1716 e 1729 cm ™. H RMN: 0.78 (s, 3H), 0.92-0.98 (m, 1H), 1.02 (s, 3H),
1.12-1.15 (m, 1H), 1.21 (t, 3H, | = 7.2 Hz), 1.26-1.54 (m, 6H), 1.62-1.79
(m, 2H), 1.86-1.94 (m, 5H), 2.03 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.29-2.32 (m, 2H),
3.38 (d, 1H, | = 16.4 Hz), 3.44 (d, 1H, | = 16.8 Hz), 3.70-3.72 (m, 1H),
3.84 (dd, 1H, ] = 13.2 e 6.4 Hz), 4.22 (q, 2H, | = 7.2 Hz), 4.30 (dd, 1H,
] = 13.2 e 6.4 Hz), 4.58-4.62 (m, 1H), 5.34 (d, 1H, | = 3.2 Hz), 7.35-7.37
(m, 3H), 7.59 (br d, 2H, ] = 6.8 Hz). 13C RMN: 14.1, 16.6, 19.3, 20.7,
21.4, 25.3, 27.7, 27.8, 31.2, 31.8, 31.9, 33.0, 36.3, 36.5, 36.9, 38.0, 46.2,
49.4, 51.0, 52.3, 59.9, 66.3, 73.7, 107.5, 122.0, 127.6, 128.1, 129.5, 133.1,
139.7, 143.7, 152.6, 163.9, 170.5, 208.2. EMAR (ESI-TOF) m/z calculado
para CzyHyyNoOs [M+H]+ 599.34795, encontrado 599.34715.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a] piridina-3-carboxilato de metilo
fundido ao acetato de 16-desidropregnenolona (4.45)

Obtido a partir da reagdo do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-
7-carboxilato de metilo 4.33 com o 16-DPA. A purificagdo do crude foi
feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato de etilo/ hexano
(1:2)], originando o composto 4.45 como um sélido branco. (Método
A: 69%; Método B: 54%): pf 219.5-220.3 °C (a partir de acetato de etilo/
hexano). IV (KBr) 1032, 1201, 1248, 1383, 1493, 1697, 1712 e 1728 cm L.
1H RMN: 0.74 (s, 3H), 0.84-0.94 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 1.09-1.64 (m, 7H),
1.68-1.95 (m, 7H), 2.01 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.27-2.34 (m, 2H), 3.33 (s,
2H), 3.63-3.68 (m, 1H), 3.75-3.78 (m, 1H), 3.81 (s, 3H), 4.26 (dd, 1H, |
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= 13.2 e 6.4 Hz), 4.54-4.61 (m, 1H), 5.31 (br d, 1H, | = 3.6 Hz), 7.74
(s, 1H). 13C RMN: 16.6, 19.3, 20.7, 21.4, 24.7, 27.6, 27.7, 31.2, 31.8, 31.8,
33.0, 36.4, 36.5, 36.9, 38.0, 46.1, 49.3, 51.0, 51.1, 52.3, 66.6, 73.7, 109.5,
121.9, 139.7, 140.2, 142.2, 164.0, 170.5, 208.1. EMAR (ESI-TOF) m/z cal-
culado para CzpHs1 NoOs [M+H]+ 509.30100, encontrada 509.30069.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a] piridina-2-carboxilato de metilo
fundido ao acetato de 16-desidropregnenolona (4.47a-b)

Obtido a partir da reacdo do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-
6-carboxilato de metilo 4.34 com o 16-DPA. A purificagdo do crude
foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato de etilo/ hexa-
no (1:2)], originando os compostos 4.47a-b como uma mistura de re-
gioisémeros [Método A: 49% (85:15); Método B 37% (85:15)]:

Componente maioritdrio (4.47a): IV (KBr) 1032, 1115, 1268, 1358,
1439, 1570 e 1697 cm~'. 'H RMN: 0.73 (s, 3H), 0.86-0.96 (m, 1H), 0.99
(s, 3H), 1.09-1.73 (m, 11H), 1.84-1.95 (m, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.10 (s, 3H),
2.24-2.34 (m, 2H), 2.92 (d, 1H, | = 15.6 Hz), 3.07 (d, 1H, | = 15.6 Hz),
3.62-3.68 (m, 1H), 3.82-3.84 (m, 1H), 3.88 (s, 3H), 4.33 (dd, 1H, ] = 13.2
e 6.4 Hz), 4.50-4.61 (m, 1H), 5.31 (d, 1H, ] = 4.0 Hz), 6.56 (s, 1H). 13C
RMN: 16.6, 19.2, 20.6, 21.4, 25.5, 27.6, 27.9, 31.2, 31.78, 31.81, 33.0, 36.5,
36.7, 36.9, 37.9, 46.2, 49.3, 51.4, 51.9, 52.2, 66.7 73.7, 105.4, 121.9, 139.0,
139.6, 142.1, 162.9, 170.5, 208.0. EMAR (ESI-TOF) m/z calculado para
C30H41 NoO5 [M+H]+ 509.30100, encontrada 509.30026.

Componente minoritsrio (4.47b): 'H RMN: o.72 (s, 3H), 0.86-0.96
(m, 1H), 1.00 (s, 3H), 1.09-1.73 (m, 11H), 1.84-1.95 (m, 3H), 2.02 (s,
3H), 2.17 (s, 3H), 2.24-2.34 (m, 2H), 2.36-2.40 (m, 1H), 3.12-3.16 (m,
1H), 3.43-3.50 (m, 1H), 3.87 (s, 3H), 4.23 (d, 1H, ] = 14.0 Hz), 4.66 (d,
1H, | = 14.0 Hz), 5.34 (d, 1H, ] = 4.4 Hz), 6.49 (s, 1H)."3C RMN: 16.5,
19.2, 20.5, 21.4, 28.2, 28.3, 31.7, 31.8, 32.7, 33.8, 34.4, 36.6, 38.0, 45.7,
49.7, 51.8, 52.2, 69.3, 121.9, 139.7, 140.5, 142.4, 162.9, 207.4.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-alpiridina-2,3-dicarboxilato dimetilo
fundido a 16-desidropregnenolona (4.53)

Obtido a partir da reagdo da sulfona 4.8 com a 16-DHP. A purifi-
cacdo do crude foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato
de etilo/ hexano (1:1) e (2:1) ] originando o composto 4.53 como um
s6lido branco (Método B: 48%). pf 204.2-205.1 °C, IV (KBr) 1085, 1218,
1456, 1493, 1699, 1736, 2942 e 3379 cm L. 'H RMN: 0.76 (s, 3H), 0.88-
0.95 (m, 1H), 1.00 (s, 3H), 1.11-1.57 (m, 9H), 1.61 (s, 2H), 1.63-1.97 (m,
5H), 2.21 (s, 3H), 2.21-2.32 (m, 1H), 3.27 (d, 1H, | = 16.0 Hz), 3.34 (d,
1H, ] = 16.0 Hz), 3.52 (s, 1H), 3.68-3.72 (m, 1H), 3.83 (dd, 1H, ] = 13.2
e 5.6 Hz), 3.87 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 4.29 (dd, 1H, | = 13.4 e 6.3 Hz),
5.30 (m, 1H). 13C RMN: 16.56, 19.35, 20.76, 24.70, 27.67, 31.11, 31.51,
31.79, 31.85, 33.01, 36.15, 36.42, 37.14, 42.12, 46.23, 49.36, 51.47, 51.78,
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52.45, 52.48, 66.26, 71.54, 110.43, 120.97, 140.72, 142.38, 143.50, 162.29,
163.15, 207.62. EMAR (ESI) m/z calculado para CzoHi N2Og[M+H]+
525.29557, encontrada 525.29591.

2-fenil-4,5,6,7-tetrahidropirazolol1,5-a] piridina-3-carboxilato de eti-
lo fundido a 16-desidropregnenolona (4.54)

Obtido a partir da reacdo da sulfona 4.41 com a 16-DHP. A purifi-
cagdo do crude foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato
de etilo/ hexano (1:2)] originando o composto 4.54 como um soélido
amarelo (Método B: 20%). pf 132.5-133.3 °C, IV (KBr) 1132, 1174, 1296,
1385, 1452, 1701, 2937 € 3419 cm~ . 'H RMN: 0.67 (s, 3H), 0.80-0.91 (m,
1H), 0.94 (s, 3H), 1.18 (t, 1H, | = 7.1 Hz), 1.26-1.54 (m, 6H), 1.62-1.79
(m, 5H), 1.86-1.94 (m, 5H), 2.16 (s, 3H), 3.21-3.31 (m, 3H), 3.36 (d, 1H,
] =18.2 Hz), 3.48 (d, 1H, | = 15.7 Hz), 3.52-3.59 (m, 1H), 3.80 (dd, 1H,
] =13.2 e 7.7 Hz), 422 (q, 2H, | = 7.2 Hz), 429 (dd, 1H, ] = 13.2 e 6.7
Hz), 4.61 (brs, 1H), 5.24 (d, 1H, | = 4.2 Hz), 7.35-7.37 (m, 3H), 7.57 (dd,
2H, ] = 7.7 e 1.6 Hz). 3C RMN: 14.12, 16.61, 19.36, 20.80, 25.29, 27.83,
27.92, 28.37, 31.23, 31.50, 31.87, 33.01, 36.31, 36.45, 37.15, 42.11, 46.26,
49.44, 50.99, 52.37, 59.92, 66.30, 71.56, 107.43, 121.05, 127.62, 128.16,
129.51, 129.58, 133.10, 140.74, 143.70, 152.62, 163.83, 208.20.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a] piridina-3-carboxilato de metilo
fundido a 16-desidropregnenolona (4.55)

Obtido a partir da reacdo da sulfona 4.33 com a 16-DHP. A purifi-
cagdo do crude foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato
de etilo/ hexano (1:1) e (2:1)] originando o composto 4.55 como um
s6lido branco (Método B: 43%). pf 231.9-232.6 °C, IV (KBr) 1053, 1068,
1186, 1207, 1238, 1562, 1695, 1722, 2942 e 3512 cm . 'H RMN: 0.75
(s, 3H), 0.84-0.92 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 1.09-1.64 (m, 9H), 1.68-1.96 (m,
6H), 2.19 (s, 3H), 2.27-2.34 (m, 2H), 3.29 (d, 1H, ] = 16.1 Hz), 3.38 (d,
1H, | = 16.1 Hz), 3.46-3.53 (m, 1H), 3.63-3.72 (m, 1H), 3.79 (dd, 1H, |
= 8.0 e 5.5 Hz), 3.82 (s, 3H), 4.25 (dd, 1H, | = 13.3 e 6.3 Hz), 5.29 (br
d, 1H, ] = 1.6 Hz), 7.75 (s, 1H). 13C RMN: 16.58, 19.35, 20.78, 24.64,
27.72, 31.21, 31.53, 31.80, 31.85, 33.07, 36.42, 36.44, 37.16, 42.13, 46.14,
49.40, 51.11, 52.42, 66.50, 71.57, 109.80, 121.00, 140.23, 140.80, 142.28,
164.05, 209.09. EMAR (ESI) m/z calculado para Cog H39N,O4 [M+ +H]
467.28974, encontrada 467.29043.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a] piridina-2-carboxilato de metilo
fundido a 16-desidropregnenolona (4.56a-b)

Obtido a partir da reagdo do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-
6-carboxilato de metilo 4.34 com a 16-DHP. A purificacdo do crude
foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato de etilo/ hexa-
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no (1:1)], originando os compostos 4.56a-b como uma mistura de re-
gioisomeros [Método B: 24% (88:12)]:

Componente maioritario (4.56a): IV (KBr) 1225, 1456, 1701, 1722,
2937 e 3421 cm~!. 'H RMN: o0.75 (s, 3H), 0.86-0.96 (m, 1H), 0.99 (s,
3H), 1.09-1.73 (m, 12H), 1.84-1.95 (m, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.18-2.34 (m,
2H), 2.90 (d, 1H, | = 15.7 Hz), 3.12 (d, 1H, | = 15.7 Hz), 3.47-3.56 (m,
1H), 3.62-3.68 (m, 1H), 3.85-3.88 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 4.32 (dd, 1H,
] = 13.4 e 6.2 Hz), 5.30 (d, 1H, | = 4.0 Hz), 6.58 (s, 1H). 3C RMN:
13.18, 15.65, 18.33, 19.70, 24.46, 26.85, 30.23, 30.45, 30.81, 32.05, 35.05,
35.72, 36.13, 45.24, 48.36, 50.45, 50.93, 51.36, 59.41, 65.58, 70.56, 104.36,
120.02, 138.15, 139.65, 141.01, 161.98, 207.05.

Componente minoritario (4.56b): 'H RMN: 0.73 (s, 3H), 0.86-0.96
(m, 1H), 1.02 (s, 3H), 1.09-1.73 (m, 12H), 1.84-1.95 (m, 3H), 2.18 (s,
3H), 2.18-2.34 (m, 2H), 2.40-2.49 (m, 1H), 3.12-3.16 (m, 1H), 3.43-3.50
(m, 1H), 3.73-3.78 (m, 1H) 3.87 (s, 3H), 4.25 (d, 1H, | = 14.3 Hz), 4.65
(d, 1H, ] = 14.3 Hz), 5.23 (d, 1H, ] = 8.1 Hz), 6.52 (s, 1H). *C RMN:
13.18, 15.65, 18.33, 19.70, 24.46, 26.85, 31.23, 31.45, 31.81, 32.05, 35.05,
35.72, 36.13, 45.24, 48.36, 50.45, 50.93, 51.36, 59.41, 65.58, 70.56, 104.36,
120.02, 138.15, 139.65, 141.01, 161.98, 207.05.

1-Estiril-1H-pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo (4.59) e (S)-7-
Benzil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato di-
metilo fundido a 16-desidropregnenolona (4.58)

Obtido a partir da reacdo da sulfona 4.42 com a 16-DHP. A purifi-
cacdo do crude foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato
de etilo/ hexano (1:2) e (2:1)], originando, por ordem de eluicdo, o
composto 4.59 como um sélido branco (Método B: 21%) e o esteroide
4.58 como um soélido branco (Método B: 24%).

Composto 4.59: pf 126.0-127.9 °C, IV (KBr) 1217, 1392, 1556, 1718 €
1739 cm~ L. 'H RMN: 2.63 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 7.27-7.47
(m, 7H). BC RMN: 10.6, 51.9, 52.7, 112.9, 121.2, 123.1, 126.7, 128.5,
128.9, 134.2, 143.0, 144.5, 162.8, 163.1.

Composto 4.58: pf 96.2-96.9 °C, IV (KBr) 1047, 1178, 1215, 1309, 1454,
1705, 1738, 2935 e 3462 cm~ . 'H RMN: 0.65 (s, 3H), 0.70-0.87 (m, 1H),
0.95 (s, 3H), 1.08-1.36 (m, 7H), 1.43-1.55 (m, 2H), 1.80-1.90 (m, 6H),
2.14 (s, 3H), 2.18-2.30 (m, 2H), 2.37 (d, 1H, | = 17.0 Hz), 3.04 (dd, 1H,
J = 14.2 e 10.3 Hz), 3.35 (br d, 1H, | = 9.6 Hz), 3.45-3.55 (m, 1H), 3.89
(s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.01 (br d, 1H, | = 4.0 Hz), 4.12 (d, 1H, | = 16.8
Hz), 4.22 (br d, 1H, | = 10.2 Hz), 5.25 (br s, 1H), 7.28 (br d, 3H, | =
7.2 Hz), 7.32-7.40 (m, 2H). 1¥C RMN: 16.66, 19.33, 20.75, 23.35, 25.23,
27.45, 31.45, 31.66, 32.05, 32.76, 35.41, 36.32, 37.06, 40.69, 42.06, 46.62,
49.20, 51.81, 52.56, 60.72, 65.48, 71.57, 109.96, 121.14, 126.91, 128.20,
128.71, 129.09, 129.78, 133.47, 136.85, 140.53, 142.58, 144.31, 162.95,
163.35, 207.66. EMAR (ESI) m/z calculado para Cay Hy7N,Og [M+ +H]
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615.34269, encontrada 615.34286.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-alpiridina-2,3-dicarboxilato dimetilo
fundido a 16-desidroprogesterona (4.63)

Obtido a partir da rea¢do da sulfona 4.8 com a 16-desidroprogestero-
na. A purificacdo do crude foi feita por cromatografia em coluna
[hexano, acetato de etilo/ hexano (1:1) e (2:1)] originando o com-
posto 4.63 como um sélido branco (Método A: 38%): pf 229.7-230.3
°C IV (KBr) 1088, 1180, 1217, 1493, 1672, 1697 e 1738 cm~'. 'H RMN:
0.79 (s, 3H), 0.86-0.94 (m, 2H), 1.17 (s, 3H), 1.31-1.37 (m, 1H), 1.45-1.82
(m, 9H), 1.93-2.06 (m, 2H), 2.20 (s, 3H), 2.33-2.42 (m, 3H), 3.26 (d, 1H,
J =16.2 Hz), 3.33 (d, 1H, | = 16.2 Hz), 3.70 (d, 1H, | = 7.6 Hz), 3.86
(d, 1H, | = 6.3 Hz), 3.85 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 4.30 (dd, 1H, ] = 134 e
6.3 Hz), 5.72 (s, 1H). '*C RMN: 16.56, 19.35, 20.76, 24.70, 27.67, 31.11,
31.51, 31.79, 31.85, 33.01, 36.15, 36.42, 37.14, 42.12, 46.23, 49.36, 51.47,
51.78, 52.45, 52.48, 66.26, 71.54, 110.43, 120.97, 140.72, 142.38, 143.50,
162.29, 163.15, 207.62. EMAR (ESI) m/z calculado para C3pH39N>O¢
[M+ +H] 523.28000, encontrada 523.28026.

1-Estiril-1H-pirazole-3,4-dicarboxilato de dimetilo (4.59) e (S)-7-
Benzil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina-2,3-dicarboxilato di-
metilo fundido a 16-desidroprogesterona (4.64)

Obtido a partir da reagdo da sulfona 4.42 com a 16-desidroprogeste-
rona. A purificagdo do crude foi feita por cromatografia em coluna
[hexano, acetato de etilo/ hexano (1:2) e (2:1)], originando, por ordem
de elui¢do, o composto 4.59 como um sélido branco (Método A: 51%)
e o esteroide 4.64 como um sdlido branco (Método A: 18%).

Composto 4.59: pf 126.0-127.9 °C, IV (KBr) 1217, 1392, 1556, 1718 €
1739 cm~ L. 'H RMN: 2.63 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 7.27-7.47
(m, 7H). 13C RMN: 10.6, 51.9, 52.7, 112.9, 121.2, 123.1, 126.7, 128.5,
128.9, 134.2, 143.0, 144.5, 162.8, 163.1.

Composto 4.64: pf 118.3-119.6 °C, IV (KBr) 1176, 1215, 1452, 1668,
1707 e 1741 cm™~ ' H RMN: 0.68 (s, 3H), 0.70-0.80 (m, 2H), 1.13 (s, 3H),
1.19-1.49 (m, 5H), 1.61-1.76 (m, 3H), 1.82-1.91 (m, 2H), 1.95-2.02 (m,
1H), 2.13 (s, 3H), 2.18-2.30 (m, 2H), 2.33-2-42 (m, 3H), 3.01 (dd, 1H, |
= 14.0 e 10.4 Hz), 3.34 (br d, 1H, ] = 9.6 Hz), 3.87 (s, 3H), 3.95 (s, 3H),
4.01 (brd, 1H, | = 4.0 Hz), 4.12 (d, 1H, | = 17.2 Hz), 4.24 (br d, 1H, | =
10.4 Hz), 5.67 (s, 1H), 7.29 (br d, 3H, ] = 7.5 Hz), 7.34-7.40 (m, 2H). 13C
RMN: 16.77, 17.29, 20.68 23.20, 25.08, 27.41, 31.50, 32.44, 32.62, 33.84,
35.41, 35.56, 35.62, 38.35, 40.59, 46.59, 51.55, 51.72, 51.86, 52.50, 52.60,
52.70, 60.56, 65.21, 110.01, 124.18, 126.96, 128.74, 129.06, 136.75, 142.62,
144.13, 162.94, 163.39, 170.17, 199.28, 207.41.
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2-fenil-4,5,6,7-tetrahidropirazolol1,5-a] piridina-3-carboxilato de eti-
lo fundido a 16-desidroprogesterona (4.65)

Obtido a partir da reagdo da sulfona 4.41 com a 16-desidroprogeste-
rona. A purificagdo do crude foi feita por cromatografia em coluna
[hexano, acetato de etilo/ hexano (1:2)] originando o composto 4.65
como um sélido amarelo (Método A: 65%): pf 133.4-134.7 °C IV (KBr)
1053, 1128, 1176, 1294, 1450, 1672 e 1701 cm~ L. 'H RMN: 0.80 (s, 3H),
0.85-0.98 (m, 2H), 1.18 (s, 3H), 1.21 (t, 3H, | = 7.2 Hz), 1.35-1.42 (m,
1H), 1.46-1.59 (m, 2H), 1.60-1.78 (m, 5H), 1.83-2.08 (m, 4H), 2.23 (s,
3H), 2.31-2.46 (m, 3H), 3.37 (d, 1H, | = 16.4 Hz), 3.45 (d, 1H, ] = 16.8
Hz), 3.68-3.73 (m, 1H), 3.85 (dd, 1H, ] = 13.4 e 6.4 Hz), 4.22 (q, 2H, ] =
7.6 Hz), 4.28 (dd, 1H, | = 11.2 e 5.6 Hz), 5.72 (s, 1H), 7.35-7.37 (m, 3H),
7.59 (br d, 2H, | = 6.5 Hz). '*C RMN: 14.09, 16.73, 17.36, 20.75, 25.15,
27.79, 31.05, 31.82, 32.54, 32.91, 33.89, 35.49, 35.67, 36.26, 38.46, 46.26,
50.88, 51.48, 53.06, 59.95, 65.85, 66.03, 107.48, 124.16, 127.61, 128.18,
129.43, 129.47, 133.06, 143.55, 152.61, 163.84, 170.12, 199.23, 207.94.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a] piridina-3-carboxilato de metilo
fundido a 16-desidroprogesterona (4.66)

Obtido a partir da reagdo da sulfona 4.33 com a 16-desidroprogeste-
rona. A purificagdo do crude foi feita por cromatografia em coluna
[hexano, acetato de etilo/ hexano (1:1) e (2:1)] originando o composto
4.66 como um soélido branco (Método A: 39%)_ pf 206.1-207.4 °C, IV
(KBr) 1203, 1238, 1437, 1496, 1676, 1695 e 1712 cm~'. 'H RMN: 0.78
(s, 3H), 0.82-0.98 (m, 2H), 1.16 (s, 3H), 1.27-1.38 (m, 1H), 1.43-1.87 (m,
9H), 1.92-2.07 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 2.25-2.45 (m, 4H), 3.29 (d, 1H, |
= 16.2 Hz), 3.36 (d, 1H, | = 16.2 Hz), 3.62-3.72 (m, 1H), 3.81 (s, 3H),
4.27 (dd, 1H, ] = 13.2 e 6.3 Hz), 5.68 (br s, 1H), 7.75 (s, 1H). *C RMN:
16.70, 17.34, 20.72, 24.54, 27.69, 31.03, 31.74, 32.52, 32.97, 33.87, 35.45,
35.65, 36.36, 38.44, 46.12, 50.98, 51.14, 51.51, 53.01, 66.26, 109.86, 124.14,
140.26, 142.12, 164.01, 170.10, 199.21, 207.86.

4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a] piridina-2-carboxilato de metilo
fundido a 16-desidroprogesterona (4.67a-b)

Obtido a partir da reagdo do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c]tiazole-
6-carboxilato de metilo 4.34 com a 16-desidroprogesterona. A purifi-
cacdo do crude foi feita por cromatografia em coluna [hexano, acetato
de etilo/ hexano (1:1)], originando os compostos 4.67a-b como uma
mistura de regioisémeros [Método A: 48% (79:21)]:

Componente maioritdrio (4.67a): IV (KBr) 1226, 1454, 1666, 1701 e
1720 cm~'. 'H RMN: 0.78 (s, 3H), 0.82-0.96 (m, 2H), 1.16 (s, 3H), 1.30-
1.39 (m, 1H), 1.40-1.55 (m, 2H), 1.60-1.76 (m, 6H), 1.93 (dd, 1H, | =
10.0 e 3.2 Hz), 2.11 (s, 3H), 2.18-2.34 (m, 6H), 2.91 (d, 1H, ] = 15.8 Hz),
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3.08 (d, 1H, | = 15.8 Hz), 3.64-3.71 (m, 1H), 3.88 (s, 3H), 4.32 (dd, 1H, |
=13.4 € 6.3 Hz), 5.71 (s, 1H), 6.56 (s, 1H). 3C RMN: 16.78, 17.32, 20.65,
25.40, 27.86, 31.07, 31.77, 32.51, 32.95, 33.85, 35.45, 35.62, 36.69, 38.44,
46.24, 51.34, 51.45, 51.96, 52.94, 66.34, 105.41, 124.13, 138.92, 142.15,
162.89, 170.14, 199.24, 207.80.

Componente minoritdrio (4.67b): 'H RMN: o.77 (s, 3H), 0.82-0.96
(m, 2H), 1.18 (s, 3H), 1.30-1.39 (m, 1H), 1.40-1.55 (m, 2H), 1.60-1.76
(m, 6H), 1.93 (dd, 1H, J = 10.0 e 3.2 Hz), 2.11 (s, 3H), 2.18-2.34 (m,
6H), 3.15 (dd, 1H, ] = 14.5 e 6.8 Hz), 3.49 (dd, 1H, ] = 17.2 e 7.6 Hz),
3.87 (s, 3H), 4.23 (d, 1H, ] = 13.8 Hz), 4.64 (d, 1H, ] = 13.8 Hz), 5.72
(s, 1H), 6.51 (s, 1H). 13C RMN: 16.78, 17.32, 20.65, 25.40, 28.20, 31.07,
31.77, 32.51, 32.95, 33.85, 35.45, 35.62, 36.69, 38.44, 45.78, 51.34, 51.45,
51.96, 60.40, 66.34, 105.41, 124.13, 138.92, 142.15, 162.89, 170.14, 199.24,
207.80.

7.3.8 Hidrélise de novos derivados esterdides hexaciclicos:

Acido 2-fenil-4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-a] piridina-3-carboxi-
lico fundido a 16-desidropregnenolona (4.50)

Preparou-se uma solucdo do esteroide hexaciclico 4.25 (0.176 mmol)
em etanol (5 mL). Adicionou-se lentamente uma solugdo saturada de
hidréxido de potassio, deixou-se agitar a mistura reacional durante 4
h e controlou-se por TLC. Acidificou-se a mistura resultante com uma
solucdo de acido cloridrico (1 M) e extraiu-se com acetato de etilo.
Secou-se a fase orgéanica com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o
solvente. A mistura foi lavada com éter etilico e o produto obtido foi
purificado por coluna cromatogréfica [acetato de etilo/ hexano (5:1)].
O produto foi obtido como um sélido branco (39%). pf >250, alteragao
da cor a 236 °C. IV (KBr) 696, 767, 1059, 1117, 1454, 1504, 1699, 1730,
2931 e 3442 cm~ L. ' H RMN (DMSO-dé6): 0.67 (s, 3H), 0.80-0.91 (m, 1H),
0.94 (s, 3H), 1.18 (t, 1H, | = 7.1 Hz), 1.26-1.54 (m, 6H), 1.62-1.79 (m,
5H), 1.86-1.94 (m, 2H), 2.16 (s, 3H), 3.21-3.31 (m, 3H), 3.36 (d, 1H, | =
18.2 Hz), 3.48 (d, 1H, | = 15.7 Hz), 3.52-3.59 (m, 1H), 3.80 (dd, 1H, | =
13.2 e 7.7 Hz), 4.29 (dd, 1H, | = 13.2 e 6.7 Hz), 4.61 (br s, 1H), 5.24 (d,
1H, | = 4.2 Hz), 7.35-7.37 (m, 3H), 7.57 (dd, 2H, | = 7.7 e 1.6 Hz), 12.36
(s, 1H). 3C RMN (DMSO-d6): 19.31, 21.35, 24.31, 25.61, 25.98, 30.30,
32.93, 36.09, 36.52, 36.56, 41.25, 42.13, 47.36, 50.70, 54.28, 55.61, 56.39,
64.97, 70.13, 71.76, 74.33, 75.15, 112.49, 125.28, 132.75, 132.96, 134.30,
138.48, 146.53, 149.17, 156.20, 169.66, 213.41. EMAR (ESI) m/z calcu-
lado para C33Hy1 N2O4 [M+ +H] 529.30565, encontrada 529.30608.
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7.3.9 Redugio de novos derivados esterdides hexaciclicos:
Esteroide resultante da reducao do composto 4.55 (4.61)

Preparou-se uma solucgdo de LiAlHy (0.86 mmol, 5 eq., 0.033 g) em
éter etilico (6 mL) e colocou-se a o °C. Adicionou-se lentamente uma
solucdo do esteroide hexaciclico 4.55 (0.17 mmol) em diclorometano
seco (10 mL). Apés o término da adigdo, colocou-se a mistura rea-
cional a refluxo (40 °C) durante 1.5 h. A reacado foi arrefecida até a
temperatura ambiente e adicinou-se, gota a gota, utilizando um funil
de adigdo, acetato de etilo até a reagdo deixar de borbulhar, seguido
de H>O (1 mL), NaOH (15%, 1 mL) e H>O (3 mL). A mistura ficou
em agitacdo durante 30 minutos. Filtrou-se a mistura sobre celite e
lavou-se com acetato de etilo quente, seguido de diclorometano frio.
Secou-se com sulfato sulfato de s6dio anidro e evaporou-se o solvente.
O produto foi obtido como um sélido branco (80%). pf 167.8-168.4 °C,
IV (KBr) 1003, 1055, 1423, 1460, 2937 e 3365 cm~'. 'H RMN (DMSO-
d6): 0.75 (s, 3H), 0.84-0.92 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 1.09-1.64 (m, 9H),
1.68-1.96 (m, 6H), 2.19 (s, 3H), 2.27-2.34 (m, 2H), 3.29 (d, 1H, ] = 16.1
Hz), 3.38 (d, 1H, | = 16.1 Hz), 3.46-3.53 (m, 1H), 3.63-3.72 (m, 1H),
3.79 (dd, 1H, | = 8.0 e 5.5 Hz), 3.82 (s, 3H), 4.25 (dd, 1H, | = 133 e
6.3 Hz), 5.29 (br d, 1H, | = 1.6 Hz), 7.75 (s, 1H). 3C RMN (DMSO-d6):
15.38, 19.07, 20.33, 20.43, 31.35, 31.52, 31.61, 33.21, 33.57, 35.97, 36.84,

38.55, 42.13, 48.01, 49.17, 50.51, 50.99, 52.85, 53.62, 63.75, 68.15, 69.92,
70.18, 70.41, 120.20, 137.16, 141.21. EMAR (ESI) m/z calculado para

Co7H41 N>O3 [M+ +H] 441.31075, encontrada 441.31117.

7.3.10 Sinteses referentes ao capitulo 5:
Formato de 20-oxo-pregna-5,16-dien-33-il (5.14)

Este composto foi preparado por adaptacdo de um procedimento
da literatura.[85] Preparou-se uma solucdo de dcido férmico (50 mL)
e 16-desidropregnenolona 4.51 e agitou-se em refluxo durante 30 min-
utos. Deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente, lavou-se com
H,0, e extraiu-se com éter etilico (2 x 100 mL). O produto foi obtido
como um sdlido branco, ap6s cristalizagdo com acetona e éter etilico
(72%). 'H RMN: 0.61 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 1.10-1.25 (m, 3H), 1.40-1.75
(m, 5H), 1.82-2.05 (m, 4H), 2.10 (s, 3H), 2.10-2.23 (m, 3H), 2.32-2.40 (m,
2H), 2.52 (t, 1H, ] = 9 Hz), 4.65-4.77 (m, 1H), 5.37 (m, 1H), 8.02 (s, 1H).
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3-Formato, 20-acetato de Pregna-5,16,20-trieno-30,20-diil (5.16)

Este composto foi preparado por adaptagdo de um procedimento
da literatura.[85] Refluxou-se a cetona 5.15 (1.22 g, 3.56 mmol) e o
acido p-toluenosulfénico (0.15 g, 0.2 eq., 0.8 mmol) em acetato de iso-
propenil (50 mL) durante 20 h enquanto se removia a d4gua com o
auxilio de uma armadilha de Dean-Stark. Arrefeceu-se a mistura rea-
cional até & temperatura ambiente e dilui-se com éter etilico (100 mL).
Lavou-se a solugdo com NaHCOs; (solucdo saturada, 2 x 50 mL) e
com uma solugdo de NaCl (2 x 25 mL) e secou-se a fase organica com
sulfato de sédio anidro. Evaporou-se o solvente e lavou-se o sélido
formado apés evaporagdo com metanol frio. Formou-se um soélido
branco (34%). 'H RMN: 0.98 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.13-1.19 (m, 1H),
1.47-1.70 (m, 8H), 1.86-1.95 (m, 3H), 1.99-2.04 (m, 1H), 2.10-2.15 (m,
1H), 2.18 (s, 3H), 2.36-2.39 (m, 2H), 4.65-4.78 (m, 1H), 4.78 (s, 1H),
5.06 (s, 1H), 5.40 (m, 1H), 5.82 (m, 1H), 8.04 (s, 1H).

Formato de 21-bromo-20-oxo-pregna-5,16-dien-33-il (5.17)

Preparou-se uma soluc¢do do esteroide 5.16 (135 mg, 0.35 mmol) e
N-bromosucinimida (0.062 g, 0.35 mmol, 1 eq.) em diclorometano (10
mL) e refluxou-se durante 30 h. 1H RMN: 0.98 (s, 3H), 1.07 (s, 3H),
1.14 (t, 1H, | = 12 Hz), 1.23-1.27 (m, 1H), 1.52-1.73 (m, 8H), 1.80-1.92
(m, 2H), 1.96-2.15 (m, 3H), 2.39 (d, 2H, | = 7.9 Hz), 2.79 (s, 2H), 4.70-
4.75 (m, 1H), 5.41 (d, 1H, | = 5.0 Hz), 6.82 (s, 1H), 8.04 (s, 1H).

Acetato de 21-bromo-16-desidropregnenolona (5.10)

Este composto foi preparado por adaptagdo de um procedimento
da literatura.[86]Preparou-se uma solugado de acetato de 16-desidropre-
gnenolona 3.4 (0.100 g, 0.28 mmol) e brometo de cobre (0.312 g, 1.40
mmol, 5 eq.) em tetrahidrofurano (10 mL). Refluxou-se durante 24 h
e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. Adicionou-se dgua
(50 mL) a mistura reacional e extraiu-se com cloroférmio (3 x 40 mL).
Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e evaporou-se
o solvente. O crude foi purificado por coluna cromatografica [acetato
de etilo/ hexano (1:4)] obtendo-se um sélido amarelo (41%). ' H RMN:
0.83-0.87 (m, 4H), 0.90 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.47-1.52 (m, 3H), 1.56 (br
s, 1H), 1.64 (br d, 2H, | = 9.8 Hz), 1.74-1.82 (m, 1H), 2.07 (s, 3H), 2.10-
2.17 (m, 1H), 2.23-2.30 (m, 1H), 2.35-2.45 (m, 3H), 2.89 (d, 1H, | = 16.8
Hz), 4.11 (s, 2H), 4.89 (dd, 1H, | = 12.4 e 5.0 Hz), 5.15 (s, 1H), 6.79 (dd,
1H, [ = 3.3 e 1.8 Hz).



7.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3p3-acetoxi-5,16-pregnadien-20-oxima (5.19)

Este composto foi preparado por adaptagdo de um procedimento
da literatura.[88] Preparou-se uma solucdo de acetato de 16-desidropre-
gnenolona 3.4 (0.100 g, 0.28 mmol) e piridina (0.12 mL, 1.40 mmol,
5eq.) em 95% etanol e colocou-se em agitacdo a temperatura ambi-
ente. Adicionou-se hidrocloreto de hidroxilamina (0.098 g, 1.40 mmol,
5 eq.), colocou-se em refluxo durante 30 minutos e controlou-se o pro-
gresso da reacdo por TLC [acetona/ éter de petrdleo (3:7)]. Arrefeceu-
se a mistura reacional em gelo durante 1 h e filtrou-se o precipitado.
Lavou-se o precipitados com 4dgua quente (3 x 50 mL) e secou-se o
produto num forno de véacuo. O produto foi obtido sob a forma de
um sélido branco (48%). 'H RMN (DMSO-dé6): 0.81-0.87 (m, 1H), 0.90
(s, 3H), 1.01 (s, 3H), 1.04-1.07 (m, 1H), 1.25-1.40 (M, 3H), 1.48-1.67 (m,
5H), 1.75-1.81 (m, 2H), 1.86 (s, 3H), 1.90-1.94 (m, 1H), 1.98 (s, 3H), 2.17
(ddd, 1H, | = 15.9, 6.4 € 3.3 Hz), 2.28 (d, 2H, | = 7.7 Hz), 2.44 (d, 1H, |
= 12.3 Hz), 4.40-4.49 (m, 1H), 5.36 (d, 1H, | = 4.4 Hz), 6.03 (d, 1H, | =
1.0 Hz), 10.71 (s, 1H).

1-hidroxipirrolidin-3-ona fundida ao acetato de 16-desidropregne-
nolona (5.20)

Colocou-se em agitagdo uma solugado de hidrocloreto de hidroxilam-
ina (16 mg, 0.23 mmol, 2eq.) e carbonato de sédio (61mg, 0.58 mmol,
5eq.) em diclorometano seco e destilado (10 mL) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Ap6s esse periodo adicionou-se uma solugdo
do esteroide bromado 5.10 (50 mg, 0.115 mmol) em diclorometano
(5 mL) e pirrole (0.08 mL, 1.15 mmol, 10 eq.). Agitou-se a mistura
reacional durante 48 horas e de seguida lavou-se com H,O e extraiu-
se com acetato de etilo. Secou-se a fase organica com sulfato sédio
anidro e evaporou-se o solvente. A mistura reacional foi purificada
por coluna cromatogréfica [acetato de etilo/hexano (1:2)], obtendo-se
o produto 5.20 sob a forma de um sélido esverdeado (11%). IV (KBr)
1028, 1092, 1242, 1383, 1454, 1730, 2049 e 3415 cm~,'H RMN: 0.77 (s,
3H), 1.27 (s, 3H), 1.46-1.69 (m, 11H), 1.76-1.82 (m, 2H), 2.08 (s, 3H),
2.12-2.34 (m, 5H), 2.59 (s, 1H), 2.80 (dd, 1H, | = 17.2 e 7.3 Hz), 2.89 (d,
1H, | = 16.7 Hz), 3.69 (d, 1H, | = 17.6 Hz), 4.34 (d, 1H, | = 17.6 Hz),
4.85 (dd, 1H, | = 12.2 e 4.8 Hz), 5.17 (s, 1H).
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