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Resumen

En el presente trabajo se sintetizaron ocho nuevos compuestos a partir de cinco diferentes nicleos
esteroidales, isopregnanolona, pregnenolona, 3p,19-dihidroxideshidroepiandrost-5-en-17-ona,
acido colico y &cido desoxicolico. Los esteroides en primera instancia se modificaron a partir de
sus grupos hidroxilo incorporando un fragmento hemisuccinato empleando una reaccion de
Einhorn, obteniéndose asi los compuestos 1a, 2a, 3a, 5a, y 5b en buenos rendimientos. Por otro
lado, se obtuvieron los compuestos trihemisuccinatos 8a y 8b derivados del acido coélico bajo las
mismas condiciones de reaccién empleadas para los mono y dihemisuccinatos. Posteriormente,
los hemisuccinatos esteroidales se hicieron reaccionar con un agente de acoplamiento para
incorporar la 3-aminocumarina y la 7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina, obteniendo asi los

compuestos esteroide cumarina 1b, 2b, 2c, 3b, 6a, 6b, 7a,y 7b.

3b 6a

Vii



Resumen

Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados por RMN (*H y 3C), infrarrojo y masas.
Por otro lado, se llevd a cabo la caracterizacion de las propiedades de fluorescencia de los
compuestos esteroide-cumarina 1b, 2b, 2c y 7a, los cuales mostraron buenos efectos de
fluorescencia. Los compuestos 1b y 7a se evaluaron como sensores fluorescentes para generar
imagenes de células cancerigenas in vitro. EI compuesto 7a exhibid una fuerte fluorescencia azul

en las células del cancer de mama, permitiendo obtener una buena imagen celular.
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1. Introduccién

Actualmente, la quimica supramolecular es un area cientifica de gran interés a nivel mundial y
estd definida como la "quimica mas alla de las moléculas”. EI premio Nobel de Quimica (1987),
Jean-Marie Lehn la describié como “la quimica de los enlaces intermoleculares (no covalentes),
refiriéndose a las estructuras y las funciones de las entidades formadas por la asociacion de dos o
mas especies quimicas”. El interés en esta area se debe a que permite entender fendmenos

relevantes en las areas quimica y biolégica.*

La busqueda de nuevos métodos que permitan monitorear enfermedades o distintos procesos
bioldgicos es de gran interés en distintos &mbitos cientificos, por lo que es importante encontrar

métodos que puedan reconocer una especie de manera especifica.

Dentro de la quimica supramolecular uno de los campos de investigacion se centra en disefiar y
sintetizar receptores moleculares que sean capaces de detectar o unirse selectivamente a un
analito, generando una sefial de respuesta, lo que conduce a la obtencién de los sensores
moleculares, los cuales son moléculas de origen abidtico que pueden sefialar o identificar la

presencia de un analito enlazandose de manera selectiva y reversible a este.?

La eleccion de las moléculas que tengan la capacidad de indicar el reconocimiento del analito
mediante la generacion de una sefial de respuesta hace que resulte atractivo que esta sefial se
refleje en un aumento en la intensidad de emisidn, es por ello que surge el disefio de sensores
opticos fluorescentes que consisten en moléculas que incorporan un sitio de union y un fluoréforo
o cromoforo, este Gltimo es el encargado de sefialar el evento de reconocimiento mostrando
cambios en su fluorescencia, por lo que resultan ser muy sensibles y adecuados para el uso en

sistemas biolégicos. 22

A pesar del gran desarrollo de sensores fluorescentes, hay pocos sensores que son comerciales.
Un ejemplo de un sensor comercial, es el sensor SBFI (por sus siglas en inglés, Sodium Binding
Benzofuran Isophtalate, Thermo Fisher Scientific Inc.) que es utilizado para monitorear el nivel
fisiolégico de iones de sodio (Figura la). El sensor estd conformado por el fragmento diaza-éter
corona (receptor), mientras que el fragmento de 2-fenilbenzofurano es el responsable de la

fluorescencia. 34°
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O CO,H

CO,H

Figura I. Sensor fluorescente para detectar Na®.

En el presente trabajo se sintetizaron 8 nuevos compuestos a partir de 5 diferentes estructuras
esteroidales, isopregnanolona, pregnenolona, 3p,19-dihidroxideshidroepiandrost-5-en-17-ona,
acido colico y acido desoxicolico, los cuales contienen fragmentos que aportan propiedades como
fluorescencia, permeabilidad, solubilidad e interaccion intermolecular, por lo que son candidatos

promisorios para ser utilizados como sensores moleculares en sistemas quimicos y/o bioldgicos.
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2. Fundamento teorico
2.1 Quimica supramolecular

En las dltimas décadas una parte del campo de la quimica supramolecular se ha centrado en el
estudio, disefio y sintesis de receptores moleculares que sean capaces de detectar o unirse
selectivamente a un analito, con base en determinadas caracteristicas quimicas y estructurales,
que puedan generar una sefial de respuesta. La eleccion de estas moléculas que transmitan esta
sefial, e indiquen de alguna forma que se ha llevado a cabo la interaccion, ha conducido al uso de

conjuntos supramoleculares como sensores.?

La quimica supramolecular es un campo interdisciplinario que surge por la necesidad de entender
las interacciones intermoleculares, no es un hibrido de las disciplinas comunes de la quimica
como lo son la bioanalitica, organometélica, entre otras, sino que es un campo que abarca todas
las disciplinas y subdisciplinas que involucran interacciones intermoleculares, ademas de los
factores termodindmicos y cinéticos que intervienen en la formacion de los complejos

supramoleculares.®

El estudio de este tipo de interacciones y de los factores que mantienen y dirigen la formacion de
estos ensambles moleculares es lo que dio origen a la quimica supramolecular, también Ilamada
“La quimica mas alla de las moléculas”. En el siglo pasado el desarrollo de esta diciplina tuvo un
gran impacto en el Premio Nobel de Quimica en 1987, otorgado a Jean-Marie Lehn, quien la
defini6 como “la quimica de los enlaces intermoleculares, que cubre las estructuras y las
funciones de las entidades formadas por la asociacion de dos o mas especies quimicas”, formando

asi una supramolécula o conjunto supramolecular.?

Las supramoléculas se definen como entidades formadas por dos o mas moléculas, que se asocian
por interacciones no covalentes ya que éstas constituyen la base de los procesos de
autoensamblaje supramolecular. Estas interacciones pueden ser electrostaticas (ion-ion, ion-
dipolo, dipolo-dipolo), enlaces de hidrdgeno, fuerzas de van der Waals (fuerzas de dispersion e

induccion), apilamiento -

Las atracciones electrostaticas estan fundamentadas en la ley de Coulomb, es decir en la atraccion
de cargas opuestas (Figura 1). Las atracciones ion-ion no son direccionales, y son las que se
3
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establecen entre iones de igual o distinta carga y por lo general son frecuentes entre una enzima y
su sustrato, entre los amino&cidos de una proteina o entre los &cidos nucleicos y las proteinas. La
atraccion ion-dipolo es la atraccion entre un ion y la carga parcial de un extremo de una molécula
polar, en este caso los iones positivos son atraidos hacia el extremo negativo de un dipolo,
mientras que los iones negativos son atraidos hacia el extremo positivo, por lo que se dice que es
direccional. Por otro lado, las atracciones dipolo-dipolo se dan entre moléculas polares neutras,
las cuales se atraen cuando el extremo positivo de una de ellas esté cerca del extremo negativo de

otra, por lo que también se dice que es direccional.®’

t) - D D —
S -

&~ @D
Na*+ - - @ ! : |
R )

Q--a®d B @
ién - ién i6n - dipolo dipolo - dipolo

Figura 1. Atracciones electrostaticas.

Las interacciones por enlace de hidrogeno son un tipo especial de atraccion intermolecular que se
puede considerar un caso especial de interaccion dipolo-dipolo pero ésta existe entre el atomo de
hidrogeno de un enlace polar (sobre todo un enlace H-F, H-O o H-N) y un par de electrones no
compartido en un ion o atomo electronegativo pequefio cercano (usualmente un atomo F, O, N de

otra molécula) como se observa en la figura 2.’

0

L] L H oo
H-0: - ~H-0:  H-N:i----H-O:
H H H H

Figura 2. Ejemplos de interaccion por puentes de hidrégeno.
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Las interacciones mediante las fuerzas de dispersion (dipolo inducido): son fuerzas de atraccion
que se generan por los dipolos temporales inducidos en los &tomos o moléculas se dan entre todas

las moléculas, sean polares o no polares (Figura 3).”

Figura 3. Atraccion electrostéatica entre dos dipolos instantaneos.

La interaccion de apilamiento m-m se da entre dos especies mediante una interaccion
electrostatica, una entidad con carga negativa que interactGa con otra entidad de carga positiva,
un sistema 7 rico en electrones puede interactuar con otro sistema m, sea un metal (cation o
neutro), un anion u otras moléculas (Figura 4). Por lo general ocurren entre sistemas que

contienen anillos aromaticos.®

~@ [}

catiéon « anion «

Figura 4. Interacciones .

El estudio de las interacciones intermoleculares logra reproducir los procesos que se llevan a
cabo en los organismos vivos; en especial, aquellos en donde una molécula denominada
“anfitrion” interacciona selectivamente con otra molécula denominada “huésped” a través de

interacciones intermoleculares, este proceso es denominado reconocimiento molecular, por lo que

5
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esta asociacion resulta ser una funcion esencial para la vida, ya que mediante este proceso se

llevan a cabo procesos quimicos, fisicos, biologicos y bioquimicos fundamentales.!

2.2 Sensores moleculares

Los sensores moleculares son moléculas de origen abi6tico que son capaces de enlazarse
selectiva y reversiblemente a un analito de interés con un cambio asociado a alguna de las
propiedades del sistema tales como potencial oxidacidén-reduccion, espectros de absorcion o
fluorescencia, entre otras, esta variacion puede ser detectada y medible facilmente en tiempo real
lo que permite realizar mediciones continuas con respuesta a las concentraciones cambiantes del
analito a través de un instrumento por lo que resultan atractivos en el campo de quimica

analitica.?

En la deteccion del analito ocurren dos procesos basicos que son el reconocimiento molecular y
la transduccion de la sefial. Para que estos dos procesos se lleven a cabo, los quimiosensores por

lo general estan constituidos por 3 componentes (Figura 5):2

1. Receptor: responsable de la union selectiva del analito.
2. Unidad activa: encargada de dar la respuesta y cuyas propiedades cambian con el esamble
receptor-huesped.

3. Espaciador: el cual modula la interaccion electronica entre los dos componentes

anteriores.
Sitio de unién Sitio de unién
(receptor) (receptor)
+ —_——
Agente enlazante Agente enlazante
o espaciador o espaciador

en la
sefal de
respuesta

Unidad activa

Figura 5. Representacidn esquematica de un sensor molecular.

} Modificacion
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La afinidad analitica es una cuestion primordial en el disefio de los sensores moleculares, por lo
que el frecuente desafio es mejorar la sensibilidad al aumentar la fuerza de unién del receptor con
el huésped. Un receptor artificial se une a la molécula huésped por una atraccion electrostéatica,
sea puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, receptor-donante m-m, interacciones
hidrofébicas e hidrofilicas, etc., es por ello que su estudio se incluye dentro del campo de la
quimica supramolecular.® Por definicion el sitio de unién de un sensor molecular no puede ser de
origen bioldgico (ej. un anticuerpo o enzima), sino que debe ser un receptor artificial esto por su
origen abibtico, sin embargo, al incorporar un receptor biotico como lo es una biomolécula, se
puede conseguir esa afinidad y selectividad por analitos bioldgicos, cuando estos sucede se habla
de sensores biologicos, en los que el Unico cambio es el origen del receptor que se incorpora en la

molécula.?

Los conjuntos supramoleculares se han utilizado ampliamente en areas como medicina y biologia
en seguridad alimentaria, control de procesos, deteccion ambiental, catélisis molecular y
generacion de imagenes, como una herramienta de diagnostico y monitoreo. Se ha prestado
especial atencion en la obtencion de imagenes fluorescentes, porque éstas ofrecen alta
selectividad, deteccidn en tiempo real instrumentacion de bajo costo y no son destructivas, por lo

que se utilizan como una herramienta analitica para monitorear muchos procesos biolégicos.®°

De esta manera surge el disefio de sensores opticos, que son dispositivos moleculares que inducen
cambios en las propiedades fotofisicas al unirse con el analito de interés, por lo que resultan ser
muy sensibles y adecuados para el uso en sistemas bioldgicos. Se clasifican por su respuesta de
sefializacion en fluorogénicos (también llamados fluorescentes), y cromogénicos. Los sensores
fluorogénicos son aquellas moléculas que pueden interactuar selectiva y reversiblemente al
analito, produciendo un cambio en la fluorescencia, mientras que los sensores cromogénicos son
aquellas moléculas que pueden interactuar selectiva y reversiblemente con el sustrato mediante

un cambio de color.®
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2.3 Sensores fluorescentes

El concepto de sensor o quimiosensor fluorescente fue introducido por primera vez por Lynn R.
Sousa y James M. Larson en 1977, quienes plantearon en su estudio que los cationes de varios
compuestos de coordinacién de metales alcalinos, provocaban una perturbacién en la emision de

los éteres corona mostrados en la figura 6.

o™ o™ 5
O e Krey (@)
ol\/o\)o K/O\) CO K/Qog\n)

O

Figura 6. Primeros sensores fluorescentes.

El disefio de un sensor o quimiosensor fluorescente consta de un receptor responsable del
reconocimiento molecular del analito y una unidad activa (fluoréforo) responsable de sefalar el
evento de reconocimiento, por lo general, la parte receptora y el fluoréforo estan unidos por un

agente enlazante o espaciador.!!
Existen 3 estrategias para el disefio de este tipo de sensores:*?

I.  Sensores fluorescentes intrinsecos: son moléculas en las que el mecanismo por el que se
produce la transduccion de la sefial involucra la interaccion del analito con un ligando que
forma parte del sistema del fluordforo. Es decir, la unidad receptora a su vez es la unidad

de sefializacion (Esquema 1).

Analito
Unidad de ) ®
sefializacion y -
unidad receptora -

Reconocimiento

Esquema 1. Mecanismo de funcionamiento de sensores fluorescentes intrinsecos.
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Sensores fluorescentes extrinsecos: son aquellos en los que el receptor y el fluoréforo se
encuentran unidos covalentemente, pero son electronicamente independientes, esta union
covalente mediada por un agente enlazante hace que hace ambos constituyentes estén en
estrecha relacidon, por lo que la interaccion del receptor con el analito produce un cambio

en el fluor6foro (Esquema 2).

Enlazante Analito
® —

—

U [ ®
—~

e —
Unidad de Unidad Reconocimiento
sefalizacién receptora

Esquema 2. Mecanismo de funcionamiento de sensores fluorescentes extrinsecos.

Sensores fluorescentes ensamblados: en este caso se da una interaccién competitiva en la
que el acoplamiento receptor-fluoroforo se disocia selectivamente por la adicion de un
analito que es capaz de interactuar con el receptor, induciendo una respuesta del

fluoroforo (Esquema 3).

Analito
Fluoréforo

Esquema 3. Mecanismo de funcionamiento de sensores fluorescentes ensamblados.

En los ultimos afos, el disefio y sintesis de sensores fluorescentes basados en compuestos

organicos se ha convertido en un campo de investigacion de gran interés por diversos grupos de

investigacion a nivel internacional. En la literatura se pueden encontrar articulos de revision
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enfocados a la sintesis y aplicacién de sensores fluorescentes. Las principales aplicaciones se
enfocan en la deteccion de iones metélicos involucrados en procesos biolégicos como la
transmision de impulsos nerviosos, contraccion muscular regulacion de la actividad celular, entre
otros, los cuales son (Na*, K*, Mg%, AP*, Cu?, zn?*, Fe*"),®!* asi como también iones
metalicos toxicos (Hg?*, Pb?*)3, aniones (AcO", 'CN, F, ClO", H,PO4 )13, gases (H2S)'**3 entre
otros analitos, cuya deteccion tanto en el organismo como en el medio ambiente es de suma

importancia.

En la figura 7 se muestran algunos sensores selectos que detectan iones metélicos, aniones y

gases de interés bioldgico.1*16:17,18.19,20,21,22

X
O N__O _
o HO N
e s
e 4
NH )N o0
e O‘
HO
Sensor Cu?* Sensor APP* Sensor Hg?* Sensor Zn?*
0O
CO,Et NC.__NH, OO N
S X
N02 N
X
/\N o o) OH S N
J oo [ S
Sensor 'CN Sensor F° Sensor CIO" Sensor H,S

Figura 7. Ejemplos de sensores fluorescentes.

2.4 Aplicacion de sensores fluorescentes

Como una alternativa para estudiar los sistemas biologicos, las tecnologias de bioimagenes se han
convertido en herramientas de diagndstico potentes y no invasivas, debido a que ofrecen un
enfoque eficaz para monitorear muestras vivas intactas en tiempo real, ademas de que se vuelven
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atractivas debido a que detectan una respuesta de activacion, reflejada en una sefial brillante sobre
un fondo oscuro, lo que permite identificar un organelo especifico, una célula o una especie
quimica, en entornos bioldgicos. Esto, ha adquirido gran impacto en los Gltimos afios en areas

como la biologia celular, la biomedicina y la quimica supramolecular.®

Las técnicas de bioimagenes se basan principalmente en la capacidad de fluorescencia que
presentan algunas moléculas presentes en los organismos vivos, sin embargo, para visualizar
aquellas que no presentan fluorescencia se busca desarrollar herramientas que permitan captar
imagenes in-vivo, ademéas de que detecten y puedan responder a un objetivo especifico en un
sistema bioldgico, es por ello que en las dltimas décadas muchos grupos de investigacion han
adoptado el disefio y sintesis de sensores moleculares, no sélo por su facilidad de uso, sino
también por el hecho de que pueden proporcionar informacion especifica, que ayude al estudio y

comprension de dichos sistemas.??

De esta manera los sensores fluorescentes proporcionan cada vez mas informacion sobre lo que
anteriormente no se habia visualizado como organelos celulares, metabolitos secundarios,
metales e iones, diferenciacion de tejidos, etc., funcionando incluso como herramientas de
diagnostico, aunado a esto el desarrollo de nuevas de técnicas de imagenes de super-resolucion ha
permitido la visualizacion de caracteristicas celulares con detalles que décadas atras podrian

parecer inaccesibles.?*2

2.5 Esteroides

El nombre general de “esteroide” se introdujo en 1939 para reunir a todos los compuestos que
poseen un esqueleto del tipo esterol. Los esteroides son lipidos derivados del colesterol y estan
ampliamente distribuidos en los organismos eucariontes, tanto en el reino animal como vegetal.
En la figura 8 se muestran los esqueletos fundamentales encontrados en los esteroides naturales y
sintéticos, que son el estrano (formado por 19 carbonos, con grupo metilo en C-13), el androstano
(formado por 19 carbonos, con grupos metilo en C-10 y C-13), el pregnano (formado por 21
carbonos, con grupos metilo en C-10, C-13 y cadena lateral en C-17) y el colestano (formado por

24 carbonos, con grupos metilo en C-10, C-13 y cadena lateral en C-17).262
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h

H
P

Estrano Androstano regnano Colestano

Figura 8. Esqueletos fundamentales de los esteroides.

En las estructuras mostradas en la Figura 9 se distingue la estructura del
ciclopentanoperhidrofenantreno el cual estd constituido por cuatro anillos, tres de ellos son
ciclohexanos y el restante es un ciclopentano, los cuales estan fusionados y se denominan como
anillos A, B, Cy D. La conformacion de estos anillos depende de la union en los carbonos 5, 10,
8, 9, 13y 14. En algunos esteroides la union en los anillos A y B puede ser tanto trans como cis,
mientras que en los anillos B y C esta unidn es solo trans (esteroides naturales) y la unién en los

anillos C y D por lo general es trans pero hay casos de una union cis (Figura 9).2

Anillos Ay B AnillosBy C Anillos Cy D

H H H

H
10 0 13
H £ i z { gi ;s :
S > W 14
H H

Unidn cis Union trans Uniodn trans Union trans

Figura 9. Esqueleto béasico presente en los esteroides.
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Los descriptores estereoquimicos de los sustituyentes y de las uniones anulares son importantes
para entender la estereoquimica de los esteroides. Para los sustituyentes, su naturaleza se indica
mediante los prefijos o sufijos acostumbrados (di-, tri-, tetra-, etc.) y la posicién se indica
mediante el nimero del atomo de carbono al cual esta unido, si el sustituyente se encuentra
orientado por encima del plano anular se designa el descriptor 3 (beta), representado por un trazo
continuo, mientras que si el sustituyente se encuentra por debajo del plano anular se designa el
descriptor o (alfa), y se representa por una linea punteada; si no se conoce la orientacion se

designa el descriptor & (epsilon).?

Es importante destacar que la estereoquimica en el carbono 5 se designa siempre por el descriptor
correspondiente a o 3, esto debido a que las variaciones en este carbono son mas frecuentes que
en otras uniones anulares. Por otro lado, cuando existe una insaturacion en tal posicion,
generalmente las posiciones 4-5 0 5-6, se utiliza el descriptor A, resultando A* si el doble enlace

se encuentra entre el carbono 4-5 o A° si el carbono se encuentra en la posicion 5-6.2628

La configuracion de los cuatro anillos en el esqueleto esteroidal y la posicion relativa de los
grupos funcionales, determinan la actividad que presentan los esteroides. De tal modo que las
modificaciones estructurales (transformaciones o adiciones de grupos funcionales) inducen

cambios importantes en dicha actividad.?®

Los esteroides al ser biomoléculas ampliamente distribuidas en los eucariontes tienen un papel
muy importante en el campo farmacologico debido a su actividad en el organismo. En el mercado
de la medicina podemos encontrar farmacos derivados de esteroides, por ejemplo la
Dexametasona indicada para el tratamiento de edema cerebral, traumatismo craneoencefalico,
asma aguda, tratamiento parenteral de enfermedades dermatoldgicas, artritis reumatoide, entre
otras indicaciones; la Prednisona indicada para el tratamiento de insuficiencia renal,
enfermedades reumaticas, enfermedades inflamatorias oculares, entre otras y la Finasterida
indicada para el tratamiento de cancer de préstata, esto por mencionar algunos medicamentos
(Figura 10).2°
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Dexametasona

Prednisona

Figura 10. Estructuras de medicamentos derivados de esteroides.

Algunos derivados de la testosterona son cominmente utilizados en el entorno deportivo y son
mejor conocidos como esteroides anabolizantes androgénicos. Estos esteroides se administran
con la finalidad de mejorar el rendimiento fisico, aumentar la masa muscular y la fuerza. Sin
embargo, estos fueron desarrollados con objetivos diferentes como tratar el hipogonadismo, la
pubertad tardia, mejorar el dolor 6seo en la osteoporosis y el cancer de mama. Incluso en la
segunda guerra mundial eran utilizados en el tratamiento de pacientes terminales, o que
presentaban traumatismos, quemaduras o depresiones. Algunos ejemplos de esteroides
anabolizantes androgenicos son el danazol, la luoximesterona, la metiltestosterona, la
oxandrolona, la oximetolona, el estanozolol, el fenilpropionato de nandrolona y el propionato de

testosterona (Figura 11).303!

Danazol

O Propionato de testosterona

Fenilpropionato de nandrolona

Figura 11. Esteroides anabolizantes androgeénicos.
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2.6 Acido colico y &cido desoxicolico

El 4cido colico (AC) y desoxicélico (ADC) son esteroides de la familia de los acidos biliares
(AB), que son metabolitos esteroidales que se encuentran predominantemente en la bilis de varios
animales y su biosintesis es a partir del colesterol, a través de una serie de hidroxilaciones
seguida de la pérdida del fragmento isopropilo de la cadena lateral (Esquema 4). Estos AB tienen
una estructura quimica especifica, ya que estan constituidos por 24 carbonos formando un nicleo
esteroidal hidrofébico, con grupos hidroxilo que varian en nimero, posicién y orientacion. El
namero de grupos hidroxilo y la cadena lateral que contiene un grupo acido carboxilico son los

responsables de la diferencia en la solubilidad y la actividad de estos compuestos. 3233

HO Colesterol
Acido colico OH OH OH
Acido desoxicdlico OH H OH
Acido litocolico OH H H

Acido quenodesoxicélico OH OH H

Esquema 4. Colesterol y los &cidos biliares mas abundantes.

Los principales AB humanos son cuatro, el colico y quenodesoxicdlico, que se denominan como
acidos primarios, mientras que el desoxicolico y litocélico se denominan &cidos secundarios.
Estos ultimos son producidos por la microbiota intestinal a partir de los AB primarios (Esquema
4) 32

Los AB naturales presentan una unién cis en los anillos A y B, lo que deriva en una ligera
curvatura del esqueleto, por lo que estas moléculas presentan dos hemisferios bien definidos: un

lado convexo, que es el lado B hidrofobico (no polar) en el cual se encuentran los grupos metilo
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|

pamnsess s

Rt

angulares es decir C-18, C-19 y C-21, y un lado concavo, que es el lado o hidrofilico (polar), en
donde se encuentran orientados los grupos hidroxilo, esto le confiere a los AB propiedades
fisicoquimicas (Figura 12).3234

Cara hidrofobica (B)
convéxa

Convéxa

18
19 Me~ Me,,

e Ml — .

24 OH ,
3

Cara hidrofilica (o)
concava

Figura 12. Hemisferios polar y no polar del acido colico.

Por ello es que los acidos biliares en su mayoria son de naturaleza anfifilica lo que les confiere
gran actividad superficial y en soluciones acuosas pueden formar pequefias micelas o agregados
supramoleculares, esto es conocido como proceso de solubilizacion micelar y tiene relevancia
tanto en el campo fisioldgico como farmacéutico ya que gracias a ello los &cidos biliares pueden
emulsificar y absorber de la dieta, las grasas, vitaminas liposolubles y demés moléculas

lipofilicas.3+3%

Después de su biosintesis en el higado los AB se concentran en la vesicula biliar, la ingesta de
alimentos inicia la secrecion de bilis en el intestino delgado, en donde los AB ejercen sus
principales funciones fisioldgicas, tales como solubilizar las grasas, los acidos grasos y las
vitaminas liposolubles facilitando su absorcion y la regulacion de la homeostasis de los lipidos, la
glucosa y el colesterol.® Estas funciones son aprovechadas para distribuir en el mercado
medicamentos como el acido desoxicélico (Belkyra, solucién inyectable, Almac Pharma
Services, Ltd.), el cual es administrado en adultos para el tratamiento de la grasa no deseada
debajo de la barbilla, y el &cido quenodesoxicdlico (Cépsulas, Leadiant) utilizado para disolver

los calculos de colesterol con alto riesgo operatorio o inoperables.?
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Ademaés de ejercer funciones fisioldgicas los AB presentan actividades bioldgicas, que incluyen
la accion antiinflamatoria, neuroprotectora (acido ursodesoxicolico),*® antifiingica (4cido

colico)® y antibacteriana (4cido colico y desoxicdlico).®®

2.7 Pregnenolona

La Pregnenolona es una hormona, que se origina del colesterol, y este a su vez es el esteroide
precursor de la progesterona, esta conversion de colesterol en pregnenolona es el primer paso en
la sintesis de los esteroides naturales. Este esteroide es producido principalmente por las
glandulas suprarrenales, aunque también puede encontrarse en menor proporcion en el cerebro, el
higado, la piel, los testiculos y los ovarios.®® Su estructura deriva del esqueleto del pregnano y
esta constituida de 21 carbonos con un grupo hidroxilo en el carbono 3 con orientacion 3, y con

una insaturacion en los carbonos 5 y 6 (Figura 13).

HO

Figura 13. Estructura de la pregnenolona.

La pregnenolona se clasifica como un neuroesteroide debido a que un gran porcentaje se sintetiza
en el cerebro y por tanto estd involucrada en varias funciones cerebrales, estas funciones se
establecen a través de receptores intracelulares especificos.*® Existen estudios que demuestran
que la pregnenolona y sus derivados (principalmente pregnenolona sulfatada) pueden mejorar la
memoria y el aprendizaje en roedores, estableciendo efectos que toman importancia en trastornos
o desordenes en los que la cognicion se ve deteriorada.***? Particularmente los efectos de la
pregnanolona han tenido impacto en pacientes con esquizofrenia, ya que a largo plazo ayuda a

mejorar la calidad de vida de los pacientes.*?
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Recientemente Krausova B. y colaboradores,* reportaron la sintesis de 24 ésteres de &cido
carboxilico derivados de pregnenolona y andros-5-eno y evaluaron su relacién estructura-
actividad para modulacion en los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), los cuales son canales
de iones permeables al calcio, implicados en mecanismos de transmision sinéptica que derivan en
procesos de memoria y aprendizaje. La serie de compuestos evaluados se caracterizan por
contener un sustituyente hemiéster en la posicion 3 que varia en el nimero de carbonos, un doble
enlace entre las posiciones 5 y 6, ademas de varias modificaciones en el carbono 17 (Figura 14).
Mediante sus estudios encontraron que todos los compuestos sintetizados tienen una actividad
positiva como moduladores de la actividad de los receptores NMDA, resultando ser los mas
eficaces aquellos que contienen el fragmento hemisuccinato y hemipimelato, incluso mostrando
una mejor actividad que la pregnenolona endogena; ademas, determinaron que el sustituyente en
la posicion 17 puede ser estructuralmente modificado, sin que los compuestos pierdan dicha
actividad, con esto se ofrecen nuevas perspectivas de compuestos neuroactivos, para desarrollar

nuevos medicamentos basados en esteroides.

R’ R2

R2
CH»)o = hemioxalato

H O
‘0 CH,); = hemimalonato AN 20-oxo-preg-5-eno
0]

(
(
(CH5), = hemisuccinato O
)J\ JO]\ “ (CHy)3 = hemiglutarato I Preg-5-eno
CH>)4 = hemiadipat
HO R0 5 E 2)4 = hemiadipato < Adros-5-eno
(

6 CHy)5 = hemipimelato
CH5)g = hemisuberato H

-

17-oxo-androst-5-eno

Figura 14. Hemiésteres derivados de pregnenolona y androsteno.

En el mercado se encuentra un suplemento de pregnenolona que es distribuido por Quality
Supplements and Vitamins, Inc., el cual esta indicado para tratar la depresion, disminuir los
niveles de estrés, mejorar el humor, estimular la concentracién y las funciones mentales en
general. Este suplemento es recomendado para personas mayores de 40 afios, debido a que este

metabolito natural va disminuyendo conforme el cuerpo envejece.
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2.8 Pregnanolona

La pregnanolona es un esteroide natural que se origina a partir de la progesterona, es sintetizada
en el sistema nervioso central, por lo que es considerada como un neuroesteroide. Su estructura se
deriva del pregnano, la cual esta constituida de 21 carbonos y presenta un grupo hidroxilo en el
carbono 3, el cual puede variar en orientacion a o B al igual que el hidrogeno del carbono 5. Esto
se debe a que, en la biosintesis a partir de la progesterona, la cual se da en dos pasos, pueden
intervenir uno de los isomeros de las 2 enzimas, la 5a-reductasa o 5B-reductasa para el primer
paso y la 3a-hidroxiesteroloxidoreductasa o 3f-hidroxiesteroloxidoreductasa para el segundo

paso. Por esta razon existen 4 isomeros de la pregnanolona (Esquema 5).4546

o 0]
A
3
o — ™ Ho :
Progesterona a P
Pregnanolona 3 5

Alopregnanolona 3,5
Isopregnanolona 5 3
Epipregnanolona 3,5

Esquema 5. Pregnanolona y sus isdmeros.

Tanto la progesterona como sus metabolitos (pregnanolona e isomeros) se sintetizan en diferentes
regiones del cerebro, por lo que se clasifican como neuroesteroides, es por ello que poseen un
amplio espectro de actividad bioldgica en el sistema nervioso central y periférico. El isdmero
alopregnanolona también ha demostrado poseer funciones anestésicas, analgésicas e hipndticas
ya que es un ligando potente de un receptor de esteroides, aunque en contraste el isomero
isopregnanolona no se une directamente a receptores, pero si antagoniza de manera no
competitiva con los receptores de la alopregnanolona. Este antagonismo potencia el efecto de

ambos neuroesteroides.*’+*®
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2.9 3p,19-Dihidroxideshidroepiandrost-5-en-17-ona

La 3p,19-Dihidroxideshidroepiandrost-5-en-17-ona (19-OH-DHEA) es un esteroide sintético
obtenido a partir de la deshidroepiandrosterona (DHEA). Su estructura se deriva del esqueleto del
androstano, esta constituida de 19 carbonos y presenta dos grupos hidroxilo en el carbono 3 y en
el carbono 19, ademas presenta una insaturacion en los carbonos 5 y 6 y un grupo carbonilo en la

posicion 17 (Figura 15).

19-OH-DHEA

Figura 15. Obtencion de 19-OH-DHEA.

P. Benes y colaboradores en el afio 1971,%° evaluaron una serie de derivados de la DHEA y de la
pregnenolona como posibles inhibidores de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (enzima
importante para el funcionamiento de los globulos rojos). Se encontré que aquellos derivados que
contenian un grupo hidroxilo en la posicion 3, en combinacion con un grupo oxo en la posicién
17 o 20, resultaron ser los inhibidores mas potentes, mientras que la presencia de grupos 0xo o
hidroxilos adicionales en los carbonos 7 0 19, como es el caso de la 19-OH-DHEA, redujo la

actividad inhibitoria considerablemente.

2.10 Cumarinas

Las cumarinas son compuestos heterociclicos que estan presentes en la naturaleza, pueden ser
encontradas en plantas, hongos y bacterias. La estructura basica presente en las cumarinas es la
2H-1-cromen-2-ona, la cual consiste de dos anillos fusionados, una pirona y un benceno, ademas

de un grupo carbonilo en la posicion 2 (Figura 16).%°
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5 4
6 X3
2
7 o "0
8 1

Figura 16. Estructura base de las cumarinas.

Las cumarinas estan presentes en diversos productos naturales y sintéticos, presentando diversas
actividades bioldgicas. Por ejemplo, el Dicumarol y la Warfarina (Aldocumar, Laboratorio
ALDO-UNION, S.L.) son utilizados como anticoagulantes y el Novobiocin (Albamicina, Pfizer
Inc.) que es un antibidtico producido por el actinomiceto Streptomyces niveus, indicado para el

tratamiento de infecciones por estafilococos (Figura 17).%*

H
] CrL X 2
0 o = =

OH CH;

Dicumarol Novobiocin Warfarina

Figura 17. Farmacos que contienen el fragmento 2H-1-cromen-2-ona.

Aunque la cumarina base no presenta fluorescencia o la presenta muy débil, es importante
mencionar que las cumarinas adecuadamente sustituidas son fluorescentes en el rango de luz
visible (380-750 nm), por lo que son de gran interés en la sintesis de sensores moleculares. De tal
manera que grupos electrodonadores (NHz, OH, NR2) en las posiciones 6 y 7 0 grupos
electroatractores (NO2, CN, RC=0) en las posiciones 3 0 4 de la cumarina, dan como resultado
una emision batocromica, que es un efecto que consiste en el desplazamiento del espectro de

absorcion de una sustancia hacia longitudes de onda mayores (longitudes de onda de menor
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energia), siendo que el color rojo tiene la mayor longitud de onda en el espectro visible a este

efecto también se le denomina “desplazamiento al rojo” (Figura 18).>2

Electroatractores:
4\\1\102, CN, RC=0
Electrodonadores: | 6 3
NH,, OH, NR,
7 (0] (@]

380 nm\_ /750 nm

Rango de luz visible

Figura 18. Sustituciones en la cumarina con fluorescencia en el rango de luz visible.

El grupo dietilamino es un grupo funcional que mejora la fluorescencia de la cumarina y su
incorporacion en la posicion 7 es sintéticamente accesible, es por ello que la 7-
dimetilaminocumarina es un compuesto muy atractivo en el disefio de sensores moleculares

fluorescentes.%?

2.11 Sensores fluorescentes basados en compuestos esteroide-cumarina

Actualmente, hay pocos ejemplos de sensores fluorescentes basados en esteroides, permitiendo
incursionar en la sintesis de una nueva clase de sensores que pueden ser aplicados tanto en la
deteccion de analitos inorganicos como organicos. En este contexto, Ju y colaboradores®
reportaron la sintesis de un sensor fluorescente basado en el acido desoxicélico. El sensor esta
conformado por el fragmento esteroidal que es la estructura base, el fragmento 1,2,3-triazol que
es el agente enlazante y ademas acta como ligante (punto clave para la funcion del sensor) y por

altimo el fragmento de cumarina que es el fluoroforo (Figura 19).
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Fragmento de cumarina: 0

Fluoréforo. Fragmento esteroidal:

Estructura base.

o

H
Fragmento de 1,2,3-triazol: O)‘\
i N
Agente enlazante y ligante. N 0
W 4
N o
NH
6}

Figura 19. Sensor fluorescente basado en el acido desoxicélico.

La evaluacion de este sensor consistio en el reconocimiento de algunos iones metalicos
divalentes, mostrando un reconocimiento selectivo hacia el ion Cu?*, ya que la fluorescencia que
presenta el sensor por si solo (turn-on), se pierde al formar un complejo entre el ion Cu?* y el
atomo de nitrégeno en la posicion 3 del heterociclo triazol. Este complejo de cobre con una
fluorescencia apagada (turn-off), actia como segundo sensor selectivo para el ion H2PO4, ya que
la respuesta de encendido del sensor (turn-on) no se observo con los otros aniones evaluados.
Este segundo sensor del complejo de cobre, también demostro ser eficiente en la deteccion de a-

aminodcidos, ya que se observo la respuesta de encendido del primer sensor (Figura 20).

Q
HyPO,4

Primer sensor \/ Segundo sensor (complejo)

Fluorescencia encendida (turn-on) a-aminodcidos Fluorescencia apagada (turn-off)

Figura 20. Aplicaciones del sensor fluorescente basado en un acido biliar.
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Recientemente, Zhou y colaboradores® reportaron la sintesis y aplicacion de un sensor
fluorescente basado en el etinilestradiol, un esteroide sintético utilizado en la preparacion de
anticonceptivos orales. El sensor esta constituido por el fragmento de la 7-dietilaminocumarina
que es la responsable de la fluorescencia, el fragmento esteroidal favorece la permeabilidad del
sensor y el fragmento del 1,2,3-triazol actla como agente enlazante. Este sensor con una
fluorescencia encendida mostré una alta afinidad con los receptores de estrogeno debido a las
interacciones no covalentes de los fragmentos cumarina y estradiol con la cavidad del receptor.
Cabe mencionar que el sensor se evalud en células vivas permitiendo visualizar los receptores de
estrogeno, lo que contribuye al desarrollo de métodos de imagen en tiempo real, permitiendo

Ilevar a cabo estudios bioldgicos relacionados a los receptores de estrogeno (Figura 21).

( Fragmento de cumarina:
N Fluoréforo.
Ox© ~ Interaccion hidrofébica
\ H con la proteina del
NN~ N X receptor de estrégeno.
O
J

Fragmento de 1,2,3-triazol
\ J y cadena alifatica:
Agente enlazante y espaciador.

Fragmento de estradiol:

Favorece la permeabilidad
en la célula.

Interaccion con el receptor
de estrogeno.

Figura 21. Sensor fluorescente basado en el etinilestradiol.

Otro ejemplo de sensor fluorescente es el reportado por Ming y colaboradores,®® quienes en sus
estudios disefiaron un sensor basado en un derivado del esterol Sa.,8a-endoperoxido. Los
endoperoxidos naturales son farmacéforos importantes en compuestos biolégicamente activos,
ademas de que presentan una variedad de actividades como antifungicos, antivirales y
anticancerigenos; entre los epdxidos naturales se encuentran los endoperoxidos esteroidales, de
los cuales los autores en estudios previos descubrieron que algunos presentaban actividad
citotoxica contra algunas células cancerigenas, en especial los mas prometedores son aquellos
que contenian el puente peroxido en las posiciones 5 y 8. Con base en ello disefiaron y
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sintetizaron el sensor constituido por un fragmento de un derivado de esterol Sa,8a-
endoperoxido, que es la estructura base que posee la actividad y un fragmento de 3-carboxamido-
7-(N,N-dimetilamino)cumarina que es el fluoréforo (Figura 22). Sus estudios mostraron una
buena fluorescencia en iméagenes de células de cancer de higado humano in vitro, revelando que
este conjugado puede localizarse en la mitocondria; ademas, se encontré que el fluoréforo
contibuyd en gran medida a que el derivado de esterol 50,8a-endoperoxido presentara mayor
actividad antiproliferativa.

o]
Fragmento éster: N’o\/[<

\ Agente enlazante N
/_)% H
N (0] (@)
N~ o
N
=
(0]
N J
N o J Y
Y )
Fragmento de cumarina: Fragmento esteroidal:
Fluoréforo Estructura base

Figura 22. Sensor fluorescente basado en un derivado esterol 50,8a-endoperoxido.

En la literatura se encuentran otros ejemplos de sensores basados en esteroides (principalmente a
base de acidos biliares), que detectan diferentes tipos de analitos. En la Figura 23 se muestran

algunos sensores selectos que detectan iones metélicos y aniones de interés bioldgico. 56575859
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Sensor COO" Sensor PO*
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?yo (Eo 0= \g-CHj
N/N
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J O 0
o) " H

Sensor Hg?* y MeHg* Sensor Hg?*

Figura 23. Ejemplos de sensores basados en acidos biliares.
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3. Planteamiento del problema

Actualmente, el desarrollo de nuevos sensores fluorescentes basados en compuestos organicos es
de gran interés a nivel mundial. En este sentido, diversos grupos de investigacion han hecho
importantes contribuciones al respecto, tanto en la sintesis como en la aplicacion de dichos
compuestos. En la literatura se encuentran muy pocos reportes de sensores fluorescentes basados

en esteroides, permitiendo incursionar en la sintesis y aplicacion de esta clase de compuestos.

Con el fin de contribuir en el desarrollo de sensores fluorescentes, en el presente proyecto se
planted sintetizar y caracterizar compuestos que combinan el fragmento esteroidal con el
fragmento cumarina, los cuales resultan candidatos promisorios como sensores en sistemas

quimicos y/o bioldgicos para la generacion de bioimagenes (Figura A).

Fragmento Fragnile_nto Fragmento de
Esteroidal succinico cumarina
N J N J N J
' A Y
Contribuciones: Contribuciones: Contribuciones:
Estructura base. Agente enlazante o Fluorescencia.
Permeabilidad celular. espaciador.

Interacciones
intermoleculares.

Figura A. Representacion esquematica de los compuestos objetivo del presente trabajo.
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4. Hipotesis

A partir de esteroides de origen natural y sintético se sintetizardn por metodologias novedosas
nuevos compuestos que contengan el fragmento esteroidal y el fragmento cumarina, tales
fragmentos aportaran ciertas propiedades (fluorescencia, permeabilidad, solubilidad, interaccién

intermolecular) a los compuestos objetivo.

28



OBJETIVOS



5. Objetivos

e General

Sintetizar, purificar y caracterizar los derivados esteroidales que incorporan el fragmento
cumarina, por medio de metodologias novedosas, los cuales por su estructura podrén ser

utilizados en sistemas quimicos y/o bioldgicos para la generacion de bioimagenes.

e Particulares
I.  Sintetizar y purificar los hemisuccinatos derivados de &cido cdlico, isopregnanolona,
pregnenolona y 3f,19-Dihidroxideshidroepiandrost-5-en-17-ona empleando una reaccion
de Einhorn.
Il.  Sintetizar y purificar la 7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina y la 3-aminocumarina
empleando metodologias reportadas en la literatura.
I1l.  Sintetizar y purificar las amidas derivadas de los ésteres con acido succinico de los
derivados esteroidales empleando una reaccion de acoplamiento.
IV.  Caracterizar los hemisuccinatos estaroidales y las amidas esteroidales, por RMN 1D (*H y
13C) y RMN 2D (HSQC, HMBC), asi como por infrarrojo, espectrometria de masas y

difraccion de Rayos X de monocristal.
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6. Resultados y discusion

En esta seccion se discutirdn los resultados obtenidos del presente trabajo. La primera parte
involucra la sintesis de los compuestos objetivo, continuando con la caracterizacion
espectroscopica y por ultimo la caracterizacion de fluorescencia y algunos resultados de la

evaluacion como sensores fluorescentes.
6.1 Sintesis
6.1.1 Hemisuccinatos esteroidales

La primera etapa de este trabajo consistio en la sintesis de los hemisuccinatos esteroidales
necesarios para obtener los compuestos objetivo. La obtencion de los compuestos 1a, 2a, 3a, 5a,
5b, 8a y 8b se efectué mediante una acilacion de Einhorn, la cual consiste en hacer reaccionar un
alcohol con un anhidrido o haluro de acilo en presencia de una amina terciaria. La funcion de la
amina en este tipo de reaccion se ha identificado como un catalizador, ademéas de actuar como

una base, la reaccion general se puede observar en el esquema 6.5

o
O

OH 1_ ) .
1 R ~X Amina terciaria R3O R'=H, alquilo, arilo
R"R? + 6 - PN R2= Alquilo, arilo
27 R
O O R R3= Alquilo, arilo
I X=Cl

Esquema 6. Reaccion de Einhorn.

Con base en la reaccion de Einhorn se llevo a cabo la sintesis del compuesto 1a a partir de la
isopregnanolona y 2 equivalentes de anhidrido succinico en presencia de DMAP y tolueno como
disolvente. La reaccidon se mantuvo a reflujo por 6 horas, confirmando el término de la reaccion
por CCD (hexano-AcOEt 7:3 v/v). Después del aislamiento y purificacion del hemisuccinato

esteroidal 1a, se obtuvo un rendimiento del 52% (Esquema 7).
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0 DMAP
+ o (0.5 equiv.) .
piridina/tolueno
o]

reflujo, 6 h

(2 equiv.)

Esquema 7. Sintesis del hemisuccinato esteroidal 1a.

La reaccion de Einhorn utilizada para sintetizar los hemisuccinatos esteroidales involucra una
catalisis nucleofilica. En el esquema 8 se muestra el mecanismo de reaccion conocido, el primer
paso involucra una adicion nucleofilica al anhidrido succinico para formar el ion N-acetil 4-
dimetilaminopiridinio, que es el intermediario reactivo y es mas electrofilico que el anhidrido; el
segundo paso es el ataque nucleofilico del alcohol esteroidal al intermediario reactivo, liberando

la DMAP y posteriormente protonando el carboxilato para formar el hemiéster deseado. 5!

o] o)
’ @ o
— N N .o O/
7/ o -DMAP %
o]

O

R = Fragmento
esteroidal HONO’ R
(0]

Hemisuccinato

Esquema 8. Mecanismo para la formacion de los hemisuccinatos esteroidales.
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La sintesis del compuesto 2a se llevo a cabo a partir de la pregnenolona y 2 equivalentes de
anhidrido succinico en presencia de DMAP. La reaccion se calento a reflujo por 6 horas, decision
que se tomd por el monitoreo en CCD (hexano-AcOEt 7:3 v/v), verificando el consumo total
materia prima. Después de la purificacion por CC, el hemisuccinato esteroidal se obtuvo en un

rendimiento del 48% (Esquema 9).

DMAP
(0.5 equiv.)

v

piridina/tolueno
reflujo, 6 h

Esquema 9. Sintesis del hemisuccinato esteroidal 2a.

A partir del &cido cdlico se llevé a cabo la sintesis del hemisuccinato 5a utilizando 2 equivalentes
de anhidrido succinico debido a que s6lo se deseaba sustituir un grupo hidroxilo de los tres
presentes en su estructura. Siguiendo las mismas condiciones de reaccion utilizadas para los
hemisuccinatos la y 2a, se obtuvo el compuesto 5a en un 58% de rendimiento después de
purificar por CC (Esquema 10), la regioselectividad para lograr la sustitucién en la posicion 3 se
debe a que en reacciones de esterificacion el grupo OH 3a (ecuatorial), reacciona mas

rapidamente que los OH 7a (axial) y 12a (axial).

o DMAP
0.5 equiv.
o (0.5 equiv.)
piridina/tolueno
e} reflujo, 6 h
(2 equiv.) HO
o 5a 58%

Esquema 10. Sintesis del hemisuccinato esteroidal 5a.
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Para la sintesis del hemisuccinato 5b fue necesario preparar el éster metilico del acido colico. La
sintesis del éster 4a se llevd a cabo mediante una esterificacion de Fisher a partir del &cido
correspondiente en metanol y cantidad catalitica de HCI, agitando a temperatura ambiente
durante toda noche. El éster deseado 4a se obtuvo en un 82% de rendimiento (Esquema 11).

HCI

Y

MeOH

Esquema 11. Sintesis del éster esteroidal 4a.

Con el ester esteroidal 4a se llevo a cabo la sintesis del hemisuccinato 5b empleando las
condiciones de reaccion establecidas previamente. Después de 6 horas de reaccion y posterior
purificacion por CC, el compuesto deseado 5b se obtuvo en un 64% de rendimiento (Esquema
12).

DMAP
(0.5 equiv.)
piridina/tolueno
o) reflujo, 6 h
HO
4a (2 equiv.) 0 5b 64%

Esquema 12. Sintesis del hemisuccinato esteroidal 5b.
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El siguiente hemisuccinato que se sintetizé fue el 3a derivado del compuesto esteroidal 3f,19-
dihidroxideshidroepiandrost-5-en-17-ona (19-OH-DHEA) y 4 equivalentes de anhidrido
succinico para formar el dihemisuccinato en presencia de DMAP, calentando la reaccion a reflujo
por 6 horas. Concluido ese tiempo, la CCD (hexano-AcOEt 5:5 v/v) confirmé el consumo total de
materia prima. Después de la purificacion por CC del dihemisuccinato esteroidal 3a, el

rendimiento obtenido fue del 77% (Esquema 13).

% DMAP
0.5 equiv.
. o (0.5 equiv.)
piridina/tolueno
O

reflujo, 6 h

(4 equiv.) 0

3a 77%

Esquema 13. Sintesis del dihemisuccinato esteroidal 3a.

Finalmente, la sintesis de los compuestos 8a y 8b se llevo a cabo a partir del acido célico y de su
éster metilico 4a, respectivamente. Para el primer caso, el acido célico se hizo reaccionar con 6
equivalentes de anhidrido succinico (2 equivalentes por cada grupo hidroxilo), calentando la
reaccion a reflujo durante 6 horas. La placa cromatografica eluida en AcOEt mostré la presencia
de poca materia prima, sin embargo, se decidié dar por terminada la reaccion y se procedid a
aislar y purificar el compuesto de interés 8a. El trihemisuccinato 8a se obtuvo en un 89% de
rendimiento. En el segundo caso, el éster esteroidal 4a se someti6 a las mismas condiciones de
reaccion que en el caso anterior, pero el rendimiento para 8b fue del 29%. La placa
cromatografica de esta reaccion mostrd la presencia de un poco del éster 4a (menos polar) y tres

manchas mas polares con Rt muy cercanos entre si (Esquema 14).
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Q2 DMAP
0.5 equiv.
o ( quiv.)
piridina/tolueno
e} reflujo, 6 h
HO
(6 equiv.)
(0] O
Acido cdlico, R=H 5a (89%), R=H OH
4a, R= Me 5b (29%), R= Me

Esquema 14. Sintesis de los trihemisuccinatos esteroidales 8a y 8b.

6.1.2 Aminocumarina

La sintesis de la 7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina 9a se llevé a cabo en dos pasos de
reaccion. Primeramente, se prepar0 la 7-(N,N-dietilamino)-3-nitrocumarina 10 a partir de 4-
dietilaminosalicilaldehido y el 2-nitroacetato de etilo en presencia una cantidad catalitica de
piperidina (condensacion de Knoevenagel) y en n-butanol a reflujo por 3.5 horas. La 3-
nitrocumarina 10 se obtuvo en un 88% de rendimiento (Esquema 15).

0O

n-Butanol,
Reflujo, 3.5 h, AcOH P

NO,
H 0] piperidina /@f\t\ﬂ
+
O,N e
H 2 \)J\OEt N 0" "o

N o
10 88%

Esquema 15. Sintesis de la 7-(N,N-dietilamino)-3-nitrocumarina 10.

El mecanismo de esta reaccion se presenta en el esquema 16, en donde como primer paso ocurre
una desprotonacion de uno de los hidrogenos de a del 2-nitroacetato de etilo por la piperidina
para formar un carbanion el cual realiza una adicién nucleofilica al carbonilo del 4-(N,N-

dietilamino)salisaldehido, seguido de wuna deshidratacibn que genera el doble enlace,
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posteriormente mediante una ciclacion intramolecular y por la pérdida de etanol conduce a la 7-

(N,N-dietilamino)-3-nitrocumarina.®

9
@ 7
H 0 NO,
ET/O\H)\NOZ N O Ho onN OB — o
o N “N OH S N OHEtO
H ) )

ey e
o -EtOH /\N o o

/)\l OH’C}Et

10

Esquema 16. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencién de la cumarina 10.

Después de sintetizar el compuesto 10, se llevo a cabo la reduccion del grupo nitro para obtener
la cumarina 9a. Con base en lo reportado en la literatura, se utilizé6 SnCl>'H2O en medio acido,

obteniendo un 59% de rendimiento de la 7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina 9a (Esquema 17).

NO, NH>
/)\1 o Yo TN o o

HClcone
/

9a 59%

Esquema 17. Sintesis para obtener la cumarina 9a.
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6.1.3 Derivados esteroidales que contienen el fragmento cumarina

Continuando con la estrategia de sintesis y teniendo en la mano las materias primas necesarias
para preparar los compuestos objetivo, el dltimo paso involucrd la unién de los hemisuccinatos
esteroidales 1a, 2a, 3a, 5a-b, acido colico y &cido desoxicdlico con las 3-aminocumarinas 9a-b

formando un grupo amida.

Una forma de obtener un grupo amida es a partir de un &cido carboxilico y una amina. En la
préctica la union entre estos dos grupos funcionales no es tan simple, debido a la reactividad del
carbono electrofilico del acido carboxilico frente a un ataque nucleofilico directo y ademas de
que el grupo hidroxilo no es un buen grupo saliente. La estrategia sintética para lograr esta union
es incrementar la reactividad del carbono electrofilico del acido carboxilico, para ello se puede
transformar el acido carboxilico a un cloruro de acido o un anhidrido, los cuales son grupos

funcionales mas reactivos y favorecen la formacion del grupo amida.

Para llevar a cabo la unién entre los hemisuccinatos 1a, 2a, 3a, 5a-b, acido célico y &cido
desoxicolico y las 3-aminocumarinas 9a-b, se decidi6 utilizar un agente de acoplamiento, el N-
etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ), el cual ha sido empleado en la sintesis de

péptidos para formar enlaces peptidicos (grupo amida) en condiciones de reaccion suaves. &

Con base en lo anterior, el hemisuccinato 1a se hizo reaccionar con el agente de acoplamiento
EEDQ en THF seco y agitando a temperatura ambiente durante unos minutos. Posteriormente, la
7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina 9a fue adicionada al matraz de reaccién, agitando durante
24 horas a temperatura ambiente. Después del aislamiento y purificacion, el compuesto deseado
1b se obtuvo en un rendimiento del 65% (Esquema 18).
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EEDQ

: THF
H ) t. amb., 24 h
0 o)

NH
OH 1a 9a /@\/I N
N SN °

)

Esquema 18. Sintesis del compuesto 1b.

Usando las condiciones de reaccidn previamente establecidas, se llevo a cabo la sintesis de los
compuestos objetivo 2b y 2c derivados de la pregnenolona a partir del hemisuccinato 2a y las
aminocumarinas 9a-b. Después de aislar y purificar, los productos deseados 2b y 2c se

obtuvieron en 43% y 45% de rendimiento, respectivamente (Esquema 19).

~oNH2
_—
*'R o” o

THF
t.amb., 24 h O

OH 2a 9a R = N(CH,CHs), vV 2b (43%) R = N(CH,CHa),
9bR = H 2c (45%) R = H
R o Yo

Esquema 19. Sintesis de los compuestos 2b y 2c.

Para sintetizar los compuestos 3b y 6a se requirié de los diacidos 3a y 5a derivados del 19-OH-
DHEA vy acido colico, respectivamente. Al llevar a cabo las reacciones se requirieron 2
equivalentes de EEDQ y la 3-aminocumarina 9a, obteniendo asi los productos deseados que

incorporan dos fragmentos de cumarina en moderados a buenos rendimientos (Esquema 20).
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OH
a)
o N
~_N o}
_—
EEDQ
THF
t.amb., 24 h
o
0 0
3a 9a (2 equiv.) o 3b 73%
OH
oo

/)\1 o Yo

b) NN

5a 9a (2 equiv.) 6a 53%
OH

Esquema 20. Sintesis de los compuestos 3b y 6a.

La sintesis del compuesto 6b se llevd a cabo a partir del hemisuccinato 5b derivado del éster
metilico del &cido coélico, empleando las mismas condiciones de reaccion que en 1b. Después de

asilar y purificar, el producto deseado se obtuvo en un 42% de rendimiento (Esquema 21).
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EEDQ

) THF
t.amb. 24 h
(@)

o 5b 9a o

6b  42%
0”0 r\(\

Esquema 21. Sintesis del compuesto 6b.

Por dltimo y cumpliendo con los objetivos planteados, se sintetizaron los compuestos 7a y 7b
derivados de los &cidos biliares, cdlico y desoxicolico empleando las mismas condiciones de
reaccion que en los casos anteriores. Los productos deseados se obtuvieron en un 64% de

rendimiento después del aislamiento y purificacion por cristalizacion (Esquema 22).

NN

THF
t.amb. 24 h

EEDQ
/)\l (o) oO————>

9a

Acido célico R = OH
Acido desoxicélico R = H

Esquema 22. Sintesis de los compuestos 7a 'y 7b.
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6.2 Caracterizacion
6.2.1 Caracterizacion por RMN

Todos los compuestos sintetizados en este trabajo fueron caracterizados por RMN *Hy 3C, y en
algunos casos se realizaron experimentos de 2D para lograr la asignacion de todas las sefiales. A

continuacion, se discuten y se muestran los espectros de los compuestos 1lay 1b.

En la figura 24 se muestra el espectro de RMN H para el hemisuccinato 1a en donde se pueden
observar las sefiales correspondientes de todos los hidrégenos presentes en este compuesto. Cabe
mencionar que la mayoria de los hidrogenos presentan desplazamientos quimicos (6) muy
cercanos entre si lo que genera un solapamiento de sefiales, por lo que se resaltaran algunas
sefiales relevantes en el espectro. La sefial multiple con un 6 = 4.66-4.73 ppm corresponde al
hidrogeno H-3 donde se encuentra el fragmento de hemisuccinato, mientras que los hidrogenos
de los metilenos H-23 y H-24 aparecen en & = 2.66-2.63 ppm Yy 2.58-2.55 ppm, respectivamente.
En 2.50 ppm se observa una sefial triple con una constante de acoplamiento (J) de 9.0 Hz que
corresponde al hidrégeno H-17. La sefial simple observada en 2.10 ppm corresponde a los
hidrogenos del grupo metilo de la cetona, asignado como H-21, mientras que las sefiales simples
con un 6 = 0.80 ppm y 0.58 ppm corresponden a los hidrogenos de los grupos metilo H-19 y H-
18.

=)
?
o
N
~

—0.8032
—0.5822

T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 24. Espectro de RMN *H (500 MHz) del hemisuccinato 1a en CDCls.
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El espectro de RMN *3C para el hemisuccinato 1a se muestra en la figura 25, resaltando la
asignacion de algunas sefiales representativas. Cabe mencionar que la asignacion se realizé por la
comparacion de los desplazamientos quimicos reportados para isopregnanolona.®* Las sefiales en
12.29 ppm y 13.54 ppm corresponden a los carbonos de los grupos metilo C-19 y C-18,
respectivamente; mientras que el C-21 que corresponde al grupo metilo de la cetona aparece en
31.62 ppm. El C-3 presenta un 6 = 74.3 ppm, mientras que los carbonilos de &cido carboxilico y
éster se observan en 171.8 ppm (C-25) y 177.9 ppm (C-22), respectivamente; confirmando asi la
presencia del fragmento hemisuccinato. Por Gltimo, la sefial observada en 210 ppm corresponde
al carbonilo de la cetona (C-20). El resto de las sefiales confirman la estructura del hemisuccinato

esteroidal y su asignacion completa se encuentra en la tabla I del anexo 1.

210.03
—177.89
—171.79

74.27
~-63.90
/56.69
_~54.13

C-3
c-18,C-19

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 f111? )100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura 25. Espectro de RMN 3C (125.76 MHz) del hemisuccinato 1a en CDCls.
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En la figura 26 se muestra el espectro de RMN *H para el compuesto esteroide-cumarina 1b. Si
comparamos los espectros de RMN 'H de 1a y 1b, observamos sefiales que son similares
(esqueleto esteroidal) y el resto de las sefiales corresponden a los protones de la cumarina 9a. En
1.21 ppm se observa una sefial triple con una J = 7.1 Hz que corresponde al metilo (H-10) del
grupo dietilamino de la cumarina, mientras que su contra parte es un cuarteto (H-9) con un 6 =
341 ppm y una J = 7.1 Hz. Las sefiales que se observan en la region de los hidrdgenos
aromaticos corresponden a los hidrégenos H-5", H-6" y H-8” de la cumarina. La asignacion de
estos hidrdgenos se realizo con base en sus constantes de acoplamiento vecinal (3J) y en W (4J).
La sefial doble en 6.51 ppm con una %J = 2.4 Hz corresponde a H-8’, mientras que la sefial doble
en 7.27 ppm con una 3J = 8.8 Hz corresponde a H-5’. La sefial doble de dobles en 6.62 ppm
presenta dos constantes de acoplamiento, la 3J = 8.8 Hz y una #J = 2.4 Hz, esta sefial corresponde
a H-6’. Las sefiales simples que se observan a frecuencias altas corresponden al NH (8.06 ppm) y

al hidrogeno vinilico H-4’ (8.57 ppm).
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Figura 26. Espectro de RMN H (400 MHz) del compuesto 1b en CDCls.
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Con el proposito de asignar completamente los espectros de RMN *H y *C del compuesto 1b,
recurrimos al experimento de 2D conocido como HSQC (heteronuclear single-quantum
coherence, correlacion cuéntica simple heteronuclear). Este experimento HSQC nos permite
correlacionar los nlcleos de *H y 3C, indicando cuales hidrégenos y carbonos estan enlazados
directamente.®® Con ayuda de algunas sefiales asignadas en el espectro de RMN H fue posible
asignar las sefiales en el espectro de *C debido a la correlacion observada en el espectro HSQC
del compuesto 1b. En la figura 27 se muestra una ampliacion del espectro HSQC, donde se
observan algunas correlaciones H/*C, permitiendo asignar ambos espectros. Por mencionar
algunas correlaciones, la sefial para H-3 en 4.75 ppm correlaciona con la sefial de 74.0 ppm (C-
3), mientras que las sefiales para los hidrogenos aromaticos de la cumarina correlacionan con las
sefales que tienen un & = 97.3 ppm, 109.5 ppm y 128.6 ppm, las cuales corresponden a los
carbonos C-8’, C-6" y C-5’, respectivamente. El carbono vinilico (C-4") fue asignado a la senal

que presenta un é = 125.6 ppm.
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Figura 27. Espectro de 2D HSQC para el compuesto 1b.
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Otro experimento de resonancia que fue Gtil para la asignacion de los espectros de RMN H y 13C
de todos los compuestos sintetizados, fue el experimento 3C-APT (attached proton test, prueba
de enlace de proton), el cual permite diferenciar los carbonos CHs, CH2, CH y C. En la figura 28
se muestra una ampliacion del espectro *C-APT asignado para el compuesto 1b, donde se
observan en fase positiva los carbonos cuaternarios y carbonilos presentes en el compuesto,

mientras que en fase negativa se observan los carbonos CH (ver anexo 11, tabla I).
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Figura 28. Espectro 13C-APT para el compuesto 1b.

6.2.2 Caracterizacion por IR

Continuando con la caracterizacion de los compuestos obtenidos en este trabajo, se adquirieron
los espectros de infrarrojo de los hemisuccinatos esteroidales la, 2a, 3a, 5a, 5b, 8a y 8b, y
tambien de los compuestos esteroide-cumarina 1b, 2b, 2c, 3b, 6a, 6b, 7a'y 7b. De manera similar
a la espectroscopia de RMN, la espectroscopia de IR nos ayuda a elucidar la estructura de un
compuesto dado. En un espectro de IR las bandas corresponden a un movimiento de vibracion de
un enlace presente en el compuesto que se esté analizando. Esto nos permite identificar un grupo

funcional, ademas de ser la huella digital de un compuesto.
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Al obtener los espectros de IR se logrd identificar los grupos funcionales presentes en los
compuestos sintetizados, ya que uno de los objetivos de este trabajo fue la modificacion
estructural de los esteroides isopregnanolona, pregnenolona, 3p,17-dihidroxideshidroepiandrost-
5-en-17-ona, &cido colico y &cido desoxicdlico. Como se mencioné anteriormente la primera
parte de este trabajo consistié en la sintesis de los hemisuccinatos esteroidales necesarios para
obtener los compuestos esteroide-cumarina. En la tabla 1 se muestran las vibraciones de tension
de algunas bandas para los grupos funcionales presentes en los hemisuccinatos esteroidales. Por
ejemplo, la presencia del fragmento hemisuccinato puede confirmarse debido a las bandas de los
grupos funcionales acido carboxilico y éster. En el caso del compuesto la, la banda de la
vibracion C=0 del 4cido se observa en 1728 cm™, mientras que la banda del grupo carbonilo del
éster se observa 1714 cm™. La banda de la vibracion C=0 de la cetona en el compuesto la

aparece en 1699 c¢m™.%¢

Tabla 1. Vibraciones de tension de bandas caracteristicas para los hemisuccinatos.

v (cm?)
Compuesto O-H C=0 C=0 C-O0 C=0
alcohol acido éster éster (Vas) cetona

la - 1728 1714 1176 1699
2a - 1729 1710 1176 1699
3a - 1726 1712 1157 1708
5a 3594, 3532 1729 1710 1178 -
5b 3484 1725 1710 1164 -
8a - 1708 a 1160 -
8b - 1714 a 1170 -

2 Banda traslapada con la banda del &cido carboxilico.

En la tabla 2 se compilan algunas longitudes de onda de las bandas mas representativas de los
compuestos esteroide-cumarina 1b, 2b, 2c, 3b, 6a, 6b, 7a'y 7b. Por ejemplo, para el compuesto
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1b, las bandas correspondientes al grupo amida se observan en 3313 cm™ para la v N-H, mientras
que la v C=0 aparece a 1596 cm™. Las bandas en 1732 cm™ y 1701 cm™ corresponden a las v

C=0 de los ésteres, mientras que la v C=0 de la cetona aparece en 1662 cm™.

Tabla 2. Vibraciones de tension de bandas caracteristicas para los compuestos esteroide-

cumarina.
v (cmt)
NH C=0 C=0 C=0 C=0 O-H
Compuesto amida amida éster éster cetona alcohol
cumarina  succinato

1b 3313 1596 1732 1701 1662
2b 3313 1596 1733 1701 1662
2C 3324 a 1733 1720 1685
3b 3330 1604 1679 b 1720
6a 3311 1600 1675 1702 3482
6b C 1602 1708 1708 3378
7a 3279 1600 1711 1711 3447
7b 3317 1603 1707 1707 --- 3440

2 Banda traslapada con la banda de la cetona. ® Banda traslapada con la banda del éster de la cumarina.
¢ Banda traslapada con la banda del alcohol.

6.2.3 Caracterizacion de las propiedades de fluorescencia

Continuando con la caracterizacion de los compuestos sintetizados, fue posible llevar a cabo la
caracterizacion de las propiedades de fluorescencia de cuatro compuestos esteroide-cumarina.
Los espectros de absorcion de los compuestos 1b, 2b, 2c y 7a se muestran en el gréafico 1. En
general se observan bandas de absorcion amplias e intensas, lo cual se atribuye a las transiciones
electronicas n-n del sistema aromatico de la cumarina. Para los compuestos 1b, 2b y 7a las
bandas de absorcion muestran un Amax principal en 391 nm y 392 nm, localizandose en la region
que absorbe el color violeta, por lo que el color de luz que refleja es amarillo-verde, mientras que
el compuesto 2¢c muestra un Amax principal en 324 nm en la regién UV cercano.
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Gréfico 1. Espectros de absorcion de los compuestos 1b, 2b, 2cy 7a en CHCIs.
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Grafico 2. Espectros de emision de los compuestos 1b, 2b, 2c y 7a en CHCl3,
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Por otro lado, todos los compuestos emiten en una region centrada en el azul del espectro
electromagnético, 1b, 2b y 7a muestran emisiones alrededor de 451 nm, mientras que para 2c se
puede observar un espectro de emisiones excitonicas con la banda principal a 364 nm y una

réplica vibrdnica a 378 nm (Gréfico 2).

En la tabla 3 se compilan las propiedades fotofisicas de los compuestos 1b, 2b, 2c y 7a. La
eficiencia de absorcion se cuantifico en términos de los coeficientes de extincion molares (&) de
los compuestos, mismos que se encuentran en el rango de 4000-6200 M cm™, estos valores
permiten decir que la absorcion de los compuestos es buena, por lo que la emision de
fluorescencia también, esto debido a que la emisién de fluorescencia de un fluoréforo organico
depende de la eficiencia con la que absorbe (&) y emite fotones. Los anchos de banda 6pticos (EQ)
calculados con base en el espectro de absorcion se encuentran entre 2.87 eV para los compuestos
1b, 2b y 7a, mientras que para el compuesto 2c es de 3.55 eV. Estos valores nos permiten

clasificar a estos compuestos como materiales semiconductores.

Tabla 3. Datos fotofisicos de los compuestos 1b, 2b, 2c y 7a en CHCl3,

Compuesto  Amax [NM] g *10*[M1cm™) Eg [eV] Lem [NM]
1b 391 0.62 2.87 451 (381)
2b 392 0.62 2.87 451 (382)
2¢ 324 0.40 355 378,364 (314)
7a 392 0.52 2.88 452 (382)

Amax Maximo de absorcion; Aem maximo de emision (en paréntesis, longitud de onda); ¢
coeficiente de absorcion molar para dos absorciones; Eg espacios de banda 6pticos.
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En la figura 29 se muestra una imagen de los compuestos esteroide-cumarina 1b, 2b, 2c y 7a en
cloroformo, los cuales se irradiaron a 312 nm observando una fluorescencia azul a simple vista.
Estos resultados nos indican que los compuestos sintetizados presentan buenas propiedades
fluorescentes y son candidatos promisorios para su aplicacion en imagenes fluorescentes en

células vivas.

Figura 29. Compuestos 1b, 2b, 2c y 7a en CHCIz bajo irradiacion UV de 312 nm.

6.2.4 Estudio de imagen de fluorescencia en células vivas

Motivados por los resultados previamente discutidos acerca de las propiedades de fluorescencia
de las moléculas obtenidas, los compuestos 1b y 7a se evaluaron como sensores fluorescentes
para generar imagenes de células in vitro. En la Figura 30 se muestran las imagenes visualizadas
mediante la microscopia laser confocal, excitando a 405 nm. Las imagenes de la derecha
corresponden a las células cancerigenas sin el sensor organico (imagen control), mientras que las
imagenes de la izquierda corresponden a las células cancerigenas tratadas con los compuestos
esteroide-cumarina 1b y 7a, emitiendo una fluorescencia azul. El compuesto 7a exhibe una sefial
fuerte de fluorescencia en las células cancerigenas, permitiendo visualizar el citoplasma, esto a su

vez nos permite visualizar el ndcleo de la célula con una tonalidad més oscura.
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DMS0

Figura 30. Iméagenes obtenidas de las células de cancer de mama tratadas con los compuestos 1b

y 7a (izquierda) y el control negativo (derecha).

Estos resultados son alentadores y es necesario continuar con este estudio para conocer el
potencial de los compuestos sintetizados en este trabajo. Actualmente, los compuestos 2b, 2c, 3b,

6a, 6b y 7b se encuentran en etapa de evaluacion en imagenes de fluorescencia en células vivas.
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7. Generalidades

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y 3C, bidimensionales de
correlacion heteronuclear carbon-hidrégeno (HSQC y HMBC) y Homonuclear hidrégeno-
hidrégeno (COSY) se obtuvieron en espectrometros Bruker Avance 300, Bruker Avance 400,
JEOL Eclipse 270 y JEOL ECA 500 ubicados en el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN), en CDCl; 0 Metanol-ds. Los
valores de desplazamientos quimicos (8) se reportan en ppm y las constantes de acoplamiento (J)
en Hertz (Hz), para indicar la multiplicidad de las sefiales de 'H se utilizan las abreviaturas: (s)
simple, (brs) simple ancha, (d) doble, (dd) doble de dobles, (t) triple, (c) cuédruple, y (m)

maltiple.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrometro Varian FTIR series 640 ATR
y en un espectrometro Agilent series, modelo Cary Spectrum 600 FT-IR ubicados en la Facultad
de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México. Los valores se reportan en

numeros de onda para los principales maximos de absorcion.
Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher Johns y no estan corregidos.

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) fueron obtenidos en un espectrometro Agilent
G1969A con la técnica de ionizacion por electrospray (ESI). Los espectros de masas de baja
resolucién se determinaron en un equipo HPLC/acoplado a masas Agilent Technologies de
Quadrupolo Simple por ionizacion por electrospray (ESI), ubicados en en el Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN).

Los espectros de absorcién UV-Vis se midieron en un espectrofotometro PerkinEImer Lambda

365 ubicado en la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

Los espectros de emision de fluorescencia se registraron con un espectrofluorometro Horiba
Scientific Fluorolog-3 ubicado en la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, por excitacion de 10

nm por debajo de la banda de absorcion de longitud de onda mas larga.

Las bioimagenes de fluorescencia se recolectaron utilizando una microscopia laser confocal
(Olympus 1X70).
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Los disolventes y reactivos (4-dimetilaminopiridina, anhidrido succinico, tolueno, trietilamina,
piridina, tetrahidrofurano, etc.) se compraron de la casa comercial Merck Sigma-Aldrich Corp.
Los compuestos esteroidales isopregnanolona, pregnenolona, 19-hidroxideshidroepiandrosterona,

acido cdlico y &cido desoxicélico fueron donados por la compafiia PROQUINA S.A. de C.V.

El THF anhidro se obtuvo por destilacion sobre sodio/benzofenona y bajo atmdsfera de N». La

piridina se destilo sobre NaOH y bajo atmosfera de Na.

Para la sintesis del compuesto 9b se siguié la misma metodologia reportada por Das. Deb-K y

colaboradores.5’

El monitoreo de las reacciones se llevo a cabo por cromatografia en capa fina (CCD) utilizando
placas (TLC) silica gel 60 F254, de 0.2 mm de espesor, utilizando como fase movil
hexano/acetato de etilo. Para la purificacion de los productos crudos se realizd cromatografia en
columna (CC), utilizando columnas empacadas con gel de silice 60 (malla 70-230), con mezclas

de disolventes como eluyente.

Los reveladores utilizados fueron lampara de luz UV y Molibdato de Amonio Cérico el cual se
preparé mezclando sulfato de cerio (5g) a una solucion de molibdato de amonio (25g en 450 mL
de agua) a 0°C bajo agitacion. La solucidn resultante se torné color amarillo y bajo agitacion
vigorosa y lentamente se adiciond una solucion de H.SOs 18 M (50 mL), la reaccion es muy
exotérmica por lo que se realizd dentro de una campana de extraccion y sobre hielo.

Posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente resultando una solucién amarilla.®®

Las propiedades 6pticas de los compuestos 1b, 2b, 2c y 7a se obtuvieron en cloroformo y los
resultados obtenidos se muestran en el apartado de discusion y resultados. En general, los
compuestos presentan una banda de absorcion principal en la regiébn UV. Con los datos de

absorcion, se obtuvo el coeficiente de extincidon molar en solucion “e” de cada compuesto.

Los compuestos 1b y 7a se evaluaron como sensores fluorescentes en células in vitro, mediante
la siguiente metodologia. Se sembraron células de cancer de mama humano MCF-7 (ATCC-
CRL-HTB-22) en placas de 12 pocillos a una densidad de 1x107° células por pocillo en 2 ml de
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Invitrogen Life Technologies) suplementado con

10 % de suero bovino fetal (Gibco Life Technologies) 100 Ul / mL de penicilina 'y 100 pg / mL
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de estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera hiUmeda controlada de
CO- al 5% vy aire al 95%. Después de 24 horas se renové el medio y se cargaron las células. Las
células se expusieron a los compuestos 1b y 7a a una concentracion de 10 pg/mL y se incubaron
durante 30 minutos, y finalmente se lavaron con PBS (Phosphate buffered saline, buffer fosfato
salino). Las células no tratadas se usaron como controles. Los resultados obtenidos se muestran
en el apartado de resultados y discusién.
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8.1 Sintesis de hemisuccinatos esteroidales.

La sintesis de los compuestos 1a, 2a, 3a, 5a, 5b, 8a y 8b se llevo a cabo empleando la siguiente

metodologia general.

En un matraz balén se colocé el derivado esteroidal (1.0 equivalente) y anhidrido succinico (2.0
equivalentes por cada OH libre), la mezcla de reaccion se sec6 al vacio durante 30 minutos, seguido
de la adicion de DMAP (0.55 equivalentes por cada equivalente del derivado esteroidal) en piridina
y tolueno bajo atmosfera de N2 (las cantidades necesarias varian de acuerdo a la cantidad de
materias primas utilizadas). La reaccion se mantuvo en reflujo por 6 horas y en agitacion constante.
El término de la reaccion se confirmé por CCD, después se adiciond H20 (20 mL) y se extrajo con
acetato de etilo (3 x 15 mL). La fase organica se secO sobre NaxSO4 anhidro, posteriormente se
evaporo el disolvente al vacio. El producto crudo se purificé por columna de gel de silice (70-230),

con mezclas de disolventes.®®

Hemisuccinato de 5a-(20-0xo-pregnan-3p-ilo) (Hemisuccinato de isopregnanolona) (1a).

Preparado a partir de 3p,5a-pregnanolona (100 mg, 0.314

1a mmol), anhidrido succinico (63 mg, 0.628 mmol), DMAP
(21 mg, 0.172 mmol) y 3 mL de piridina en 20 mL de

HOM tolueno. Fase para CCD hexano:AcOEt 7:3 v/v. El producto
8 © crudo se purifico por columna en gel de silice con

hexano:AcOEt 95:5, obteniéndose 68 mg de un sdélido
blanco con un rendimiento del 52%, p.f. = 140-141°C. FTIR-ATR (v, cm™): 1728 (C=0 4cido),
1714 (C=0 éster), 1699 (C=0 cetona), 1176 (C-O éster). RMN-'H [500 MHz, CDCls] (8, ppm):
4.72-4.68 (1H, m, H-3), 2.64 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-23%), 2.58 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-24"), 2.51 (1H,
t, J=9.0 Hz, H-17), 2.10 (3H, s, H-21), 0.80 (3H, s, H-19), 0.58 (3H, s, H-18). RMN-3C [125.76
MHz, CDCls] (8, ppm): 210.0 (C-20), 177.9 (C-25%), 171.8 (C-22%), 74.3 (C-3), 63.9 (C-17), 56.7
(C-14), 54.1 (C-9), 44.7 (C-5), 44.3 (C-13), 39.1 (C-4), 36.8 (C-1), 35.6 (C-10) 35.5 (C-8), 33.9
(C-12), 32.0 (C-2), 31.6 (C-21), 29.3 (C-23"), 29.1 (C-24Y), 28.5 (C-7), 27.4 (C-6), 24.5 (C-15),
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22.9 (C-16), 21.3 (C-11), 13.5 (C-18), 12.3 (C-19). MS (ESI), célc. para [(CosHss0s) + H*]: 419.27;

encontrado: 419.3.

Hemisuccinato de 20-oxo-pregn-5-en-34-ilo (2a).

Preparado a partir de 3B-pregnenolona (100 mg, 0.316
mmol), anhidrido succinico (63 mg, 0.632 mmol), DMAP
(20 mg, 0.172 mmol) y 3 mL de piridina en 20 mL de

2a O

HOM ‘ ; tolueno. Fase para CCD hexano:AcOEt 7:3 v/v. El producto
o © crudo se purificd por columna de gel de silice con
hexano:AcOEt 6:4, obteniéndose 63.5 mg de un sélido
blanco cristalino con un rendimiento del 48%, p.f. = 153-155°C. (Lit.** 161-163 °C). FTIR-ATR
(v, cm™): 1729 (C=0 é&cido), 1710 (C=0 éster), 1699 (C=0 cetona), 1176 (C-O éster). RMN-H
[500 MHz, CDCls] (5, ppm): 5.36 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-6), 4.64 — 4.59 (1H, m, H-3), 2.66 (2H, t,
J = 8.4 Hz, H-23?%), 2.59 (2H, t, J = 9.8 Hz, H-24%), 2.52 (1H, t, J = 8.9 Hz, H-17), 2.4 (3H, s, H-
21), 1.00 (3H, s, H-19), 0.61 (3H, s, H-18). RMN-3C [125.76 MHz, CDCls] (8, ppm): 209.9 (C-
20), 177.9 (C-25), 171.7 (C-22), 139.6 (C-5), 122.5 (C-6), 74.5 (C-3), 63.8 (C-17), 56.9 (C-14),
49.9 (C-9), 44.1 (C-13), 38.9 (C-12), 38.0 (C-4), 37.0 (C-1), 36.7 (C-10), 31.9 (C-8) 31.8 (C-7),
31.6 (C-21), 29.3 (C-23%), 29.1 (C-24?), 27.7 (C-2), 24.6 (C-16), 22.9 (C-15), 21.1 (C-11), 19.4 (C-
19), 13.3 (C-18). MS (ESI), célc. para [(C2sHss0s) + H*]: 417.26; encontrado: 417.3.

Dihemisuccinato de 3f,19p-dihidroxi-androst-5-en-17-ona (3a)

Preparado a partir de 19-OH-DHEA (1.0 g, 3.28 mmol),
anhidrido succinico (1.320 g, 13.12 mmol), DMAP (220
mg, 1.80 mmol) y 10 mL de piridina en 20 mL de tolueno.

Fase para CCD hexano:AcOEt 5:5 v/v. El producto crudo

se purificd por columna de gel de silice con hexano: AcOEt

o}
1A
o, ~
© 7:3, obteniéndose 1.27 g de un sélido blanco con un

rendimiento del 77%, p.f = 128-129°C. FTIR-ATR (v, cm™): 1726 (C=0 acido), 1712 (C=0 éster),
1708 (C=0 cetona), 1157 (C-O éster). RMN-H [270 MHz, CDCls] (5, ppm): 9.75 (1H, s, OH),
5.61 (1H, brs, H-6), 4.64 (1H, brs, H-3), 4.44 (1H, d, J=12.4, H-19a) y 4.00 (1H, d, J = 12.1 Hz,
H-19b), 0.86 (3H, s, H-18). RMN-3C [67.93 MHz, CDCls] (8, ppm): 221.3 (C-17), 178.2 (C-23Y),
178.1 (C-23°"),171.9 (C-20%), 171.5 (C-20%), 134.7 (C-5), 126.3 (C-6), 73.6 (C-3), 64.5 (C-19),
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52.1 (C-14), 50.1 (C-9) 47.7 (C-13), 40.0 (C-4), 37.9 (C-10), 35.8 (C-16), 32.9 (C-1), 32.3 (C-7),
31.5(C-8),30.3(C-12), 29.4,29.2, 29.0 (C-21, C-21’, C-22 y C-22°), 27.7 (C-2), 21.9 (C-15), 21.1
(C-11), 13.7 (C-18). MS (ESI), célc. para [C27H3609]: 505.56; encontrado: 505.3.

Hemisuccinato de &cido 3, 7a, 12a-trihidroxi-58-colandico (5a).

Preparado a partir de &cido colico (1.0 g, 2.44

>a mmol), anhidrido succinico (247 mg, 4.88 mmol) y
DMAP (164 mg, 1.34 mmol) y 10 mL de piridina.

HOMO“ , La reaccion se calentdé a 100°C en agitacion
o constante durante 6 horas. Fase para CCD AcOEt

(elucién dos veces). El producto crudo se purifico
por columna de gel de silica con acetona, obteniéndose 711 mg de un sélido blanco con un
rendimiento del 58%, p.f. = 255-256°C. FTIR-ATR (v, cm™): 3594, 3532 (OH alcohol), 1729 (C=0
acido), 1710 (C=0 éster), 1178 (C-O éster). RMN-'H [500 MHz, Metanol-ds] (5, ppm): 4.57 - 4.50
(1H, m, H-3), 3.94 (1H, s, H-12), 3.78 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-7), 1.00 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-21),
0.92 (3H, s, H-19), 0.70 (3H, s, H-18). RMN-3C [125.77 MHz, Metanol-ds] (8, ppm): 176.9 (C-
24, COOH), 174.7 (C-28% C=0 COOH), 172.6 (C-25% C=0 éster), 75.1 (C-3), 72.7 (C-12), 67.6
(C-7),46.7, 46.2,41.7,41.6, 39.7, 35.4, 35.1, 34.7, 34.6, 34.3, 31.0, 30.7, 29.1, 28.4, 28.2, 27.4,
26.5,26.2,22.9, 21.7 (C-19), 16.3 (C-21), 11.7 (C-18). MS (ESI), célc. para [(C32Has011)]: 508.30;

encontrado: 508.3.

Hemisuccinato de 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colan-24-oato de metilo (5b).

Preparado a partir de 3a,70,12a-trihidroxi-5p-
colan-24-oato de metilo (1.0 g, 2.36 mmol),
anhidrido succinico (238 mg, 4.72 mmol), DMAP
(158 mg, 1.29 mmol) y 10 mL de piridina. La

reaccion se calentdé a 100°C. Fase para CCD

AcOEt (elucion dos veces). El producto crudo se
purificd por columna de silica gel con hexano: AcOEt 4:6, obteniéndose 780 mg de un sélido
blanco con un rendimiento del 64%, p.f. = 255-257°C. FTIR-ATR (v, cm™): 3484, (OH alcohol),
1725 (C=0 é&cido), 1710 (C=0 éster), 1164 (C-O éster). RMN-H [270 MHz, Metanol-ds] (5, ppm):
4.59 - 4,52 (1H, m, H-3), 3.94 (1H, s, H-12), 3.78 (1H, s, H-7), 2.62 (3H, s, H-25), 3.53 (4H, m,
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H-27 y H-28), 0.99 (3H, d, J = 6.3, H-21), 0.92 (3H, s, H-19), 0.69 (3H, s, H-18). RMN-13C [67.93
MHz, Metanol-ds] (8, ppm): 175.2 (C-24, COOH), 174.7 (C-292 COOH), 172.6 (C-262 C=0 éster),
75.1 (C-3), 72.6 (C-12), 67.6 (C-7), 50.7 (C-25), 46.6 (C-17), 46.2 (C-14), 41.7 (C-5), 41.6 (C-
13), 39.6 (C-8), 35.4 (C-20), 35.1 (C-10), 34.7 (C-4), 34.6 (C-6), 34.3 (C-1), 30.9 (C-22), 30.5 (C-
23), 29.2 (C-2), 28.5 (C-28), 28.2 (C-27), 27.3 (C-11), 26.5 (C-9), 26.2 (C-16), 22.9 (C-15), 21.7
(C-19), 16.2 (C-21), 11.6 (C-18). MS (ESI), célc. para [(C29H460sg) + H']: 523.67; encontrado:
523.3.

Tris-hemisuccinato de acido 3a, 7a,12a-trihidroxi-5f-colandico (8a).

Preparado a partir de acido cdlico (1.00 g, 2.44
mmol), anhidrido succinico (1.47 g, 14.64
mmol), DMAP (0.16 g, 1.34 mmol) y 3 mL de
piridina en 20 mL de tolueno. Fase para CCD,
AcOEt (elucién dos veces). El producto crudo se
purific6 por columna de silica gel con
hexano:AcOEt 6:4, obteniéndose 1.48 g de un

liquido viscoso amarillo con un rendimiento del
86%. FTIR-ATR (v, cm™): 1708 (C=0 écido y éster), 1160 (C-O éster). RMN-'H [500 MHz,
CDClI3] (8, ppm): 5.13 (1H, s, H-12), 4.90 (1H, s, H-7), 4.58 — 4.50 (1H, s, H-3), 0.95(3H, s, H-
19), 0.83 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-21), 0.70 (3H, s, H-18). RMN-3C [100.5 MHz, CDCls] (3, ppm):
177.0 (C-24, COOH) 174.6, 1745y 174.4 (C-28, C-28’ y C-28’"% COOH), 172.6, 172.3y 172.2
(C-25, C-25’ y C-25°°, C=0 éster), 75.8 (C-12), 74.4 (C-3) , 71.3 (C-7), 45.0 (C-14), 43.2 (C-17),
40.9 (C-5), 37.8 (C-4 y C-8), 34.9 (C-20), 34.6 (C-1), 34.4 (C-6), 34.1 (C-10), 30.9, 30.7, 30.6,
29.1 (C-9, C-13, C-22, C-23), 29.5y 29.4 (C-27¢, C-27°¢ C-27""%), 28.7 y 28.5 (C-26°, C-26°¢, C-
267°°), 27.0 (C-2), 26.3 (C-11), 25.0 (C-16), 22.5 (C-15), 21.5 (C-19), 16.6 (C-21), 11.2 (C-18).
MS (ESI), célc. para [(C3sH52014) + H]: 709.79; encontrado:709.3.
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Tris-hemisuccinato de 3a,7a,12a-(trinidroxi-54-colan-24-oato de metilo (8b).

HO. _O Preparado a partir de 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-
colan-24-oato de metilo (676 mg, 1.60 mmol),
anhidrido succinico (967 mg, 9.60 mmol),
DMAP (107 mg, 0.88 mmol) y 2 mL de EtsN en
20 mL de tolueno bajo atmosfera de N.. La
reaccion se calenté a 90°C en agitacion constante
durante 6 horas. Fase para CCD, AcOEt (elucion

dos veces). El producto crudo se purificé por

columna de silica gel con acetona, obteniéndose
334 mg de un liquido viscoso café con un rendimiento del 29%. FTIR-ATR (v, cm?): 1714 (C=0
acido y éster), 1170 (C-O éster). RMN-H [270 MHz, CDCls] (5, ppm): 6.3 (4H, sa, OH), 5.07 (1H,
s, H-12), 4.92 (1H, s, H-7), 4.52 (1H, s, H-3), 3.64 (3H, s, H-25), 0.90 (3H, s, H-19), 0.77 (1H, d,
J=5.9 Hz, H-21), 0.70 (1H, s, H-18). RMN-13C [67.93 MHz, CDCl3] (8, ppm): 178.5 (C-24 COO),
174.9 (C-29, C-29’ y C-29°"3 COOH), 171.8 y 171.1 (C-26, C-26" y C-26"°, C=0 éster), 76.4 (C-
12), 74.8 (C-3), 71.4 (C-7), 51.7 (C-25), 47.5, 45.4, 43.3, 40.8, 38.0, 34.7, 34.6, 31.4, 31.0, 30.9,
30.4, 30.0,29.3, 28.7, 27.2, 26.4,22.9,22.6 (C-19), 17.6 (C-21), 12.2 (C-18). MS (ESI), célc. para
[(Cs7Hs4014) + H*]: 723.816; encontrado: 723.3.

8.2 Sintesis del éster del acido colico

3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colan-24-oato de metilo (4a).

En un matraz balon de 100 mL se colocaron (3.0 g, 7.34
mmol) de acido colico y 10-20 mL de metanol para disolver,
posteriormente se adicionaron (0.20 mL, 7.34 mmol) de HCI

concentrado. La reaccidn se mantuvo a temperatura ambiente

y en agitacion toda la noche. Transcurridas 10 horas se

adicionaron unas gotas de solucion de NaOH para neutralizar, formandose un precipitado, el cual
se filtré al vacio y se lavd con hexano, obteniéndose 2.530 g de un s6lido blanco con un rendimiento
del 82%, p.f. = 152-154°C. (Lit.”° 155.1-155.9 °C) FTIR-ATR (v, cm™?): 3392 (OH), 1725 (C=0
éster), 1076 (C-O éter). RMN-'H [500 MHz, Metanol-ds] (8, ppm): 3.93 (1H, s, H-12), 3.78 (1H,
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s, H-7), 3.63 (3H, s, H-25), 3.37 — 3.33 (1H, m, H-3), 0.99 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-21), 0.90 (3H, s,
H-19), 0.69 (3H, s, H-18). RMN-3C [125.77 MHz, Metanol-ds] (8, ppm): 175.2 (C-24, COOH),
72.7 (C-12), 71.5 (C-3), 67.7 (C-7), 50.7 (C-25), 46.6 (C-17), 46.1 (C-14), 41.9 (C-13), 41.7 (C-
5), 39.7 (C-8), 39.1 (C-4), 35.4 (C-6), 35.2 (C-10), 34.6 (C-20), 34.5 (C-1), 30.9 (C-22), 30.5 (C-
23), 29.8 (C-2), 28.2 (C-11), 27.3 (C-16), 26.5 (C-9), 22.9 (C-15), 21.8 (C-19), 16.2 (C-21), 11.6
(C-18). MS (ESI), célc. para [(C2sH420s) + H']: 423.59; encontrado: 423.3.

8.3 Sintesis de 3-aminocumarinas

3-nitrocumarina. Una mezcla de 4-(N,N-dietilamino)-salisaldehido

10 o NO2
m (1.0 equivalente), 2-nitroacetato de etilo (1.0 equivalente), piperidina,
0

/\N
) etanol, y mallas 4A en n-BuOH bajo atmosfera de N2, se coloco a

reflujo durante 3.5 horas. Después de ese tiempo, el disolvente se
redujo a la mitad por destilacion y se dejo enfriar la reaccion a temperartura ambiente y después a
0°C. El solido se aislo por filtracion a vacio lavando con n-BuOH frio y las mallas 4A se retiraron
manualmente. Después de secar a vacio se recupero un solido naranja brillante con un rendimento
del 73 % y p.f. = 200-201 °C (Lit.”* 200-201°C).

7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina (9a). En un matraz bola, sobre una suspension de
SnCl>-2H20 (3.2 g, 14.18 mmol) en HClconc (10 mL) a temperatura

9a o NH2 . L, N .
/@fI ambiente, se adiciond en pequefias porciones, durante un lapso de
N 0

) 30 minutos 7-(N,N-dietilamino)-3-nitrocumarina (0.5 g, 1.9 mmol).

La reaccion de agitd a esa misma temperatura durante 6 horas.

Terminado el tiempo la suspencion formada se vertié sobre una mezcla de hielo/agua y se llevé a
pH alcalino con una solucién de NaOH. La mezcla resultante se extrajo con AcOEt (3x20 mL), se
lavo con H20 (20 mL) y se seco sobre Na>SO4 anhidro. Posteriormente, el disolvente se evaporo
al vacio para obtener 0.26 g de un s6lido marrén con un rendimiento del 59% y p.f. = 84-85 °C
(Lit.”? 81-82 °C).
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3-acetamidocumarina.t’” En un matraz balén se adiciona salicilaldehido (1.0 equivalente), N-

acetilglicina anhidra (0.1 equivalentes), NaOAc anhidro (0.3

H 71/ equivalentes), Ac.O recién destilado, bajo atmdsfera de Ny, esta mezcla
X
©\/I o permanece bajo reflujo durante 3.5 horas. Transcurrido el tiempo se enfria
0”0
la reaccion a temperatura ambiente y se flitra el sélido a vacio lavando

abundantemente con H.O. El crudo de reaccién se purifica por recristalizacion simple de acetato
de etilo, recuperando cristales blancos, con un rendimento del 74% y p.f. = 206-207 °C (Lit.”*=
202-203°C).

3-aminocumarina (9b). En un matraz bola, sobre una suspension de 3-acetamidocumarina (0.203
g, Immol) en H2SO4 al 70% p/v (1 mL), se calent6 a 120°C durante

ngfINHZ 15 minutos. Durante ese periodo la reaccion adquirié una coloracion
o~ o roja. Terminado el tiempo de reaccion, la mezcla se enfrio a

temperatura ambiente y al solido formado se le adiciono H.O para

formar una suspension a la cual se trato con una solucién de NaOH al 50% p/v hasta pH alcalino y
se enfrio a 0°C, el sélido formado se lavé abundantemente con H-O, para luego filtrar a vacio,
obteniéndose 0.135 g de un sdlido café con um rendimento del 84% y p.f. = 135-136 °C (Lit.”*
135-136 °C).

8.4 Acoplamiento de 3-aminoumarinas a Hemisuccinatos

La sintesis de los compuestos 1b, 2b, 2c, 3b, 6a, 6b, 7a'y 7b se llevo a cabo empleando la siguiente

metodologia general.

En un matraz balén se coloco el compuesto hemisuccinato (1la a 7b) (1.0 equivalente) y N-
etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ) (1.0 equivalente), en 5 mL de THF, agitando
durante 5 minutos. Posteriormente se adiciond 7-(N,N-dietilamino-3-aminocumarina (1.0
equivalente) previamente disuelta en 2 mL de THF, bajo atmosfera de N». La reaccién se mantuvo
a temperatura ambiente y en agitacion durante la noche. El término de la reaccion se confirmo por
CCD, seguido de evaporar el disolvente y el producto crudo se disolvié en la minima cantidad
posible de acetato de etilo y se agregd 1-5 mL de hexano hasta obtener un sélido. El s6lido obtenido

se purificd por filtracion a vacio y se lavo de 5-7 veces con hexano.
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4-(7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina)oxobutanoato de 5a-pregnan-20-ona-34-ilo (1b).

Preparado a partir de 1la (0.535 g, 1.28 mmol), EEDQ
(0.315 g, 1.28 mmol) en 5 mL de THF y 7-(N,N-
dietilamino)-3-aminocumarina (0. 297 g, 1.28 mmol)

1b

previamente disuelta en 2 mL de THF. Fase para CCD
hexano:AcOEt 5:5 v/v. Obteniéndose 0.520 g de un

(0]
o ©
J{Sj"‘ s6lido amarillo con un rendimiento del 65%, p.f. = 211-
(0]
/\N
)

:

212°C. FTIR-ATR (v, cm™): 3313 (NH amida), 1732
(C=0 éster cumarina), 1701 (C=0 éster succinato), 1662
(C=0 cetona). RMN'H [400 MHz, CDCls] (5, ppm):
8.57 (1H, s, H-4%), 8.06 (1H, s, NH), 7.28 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-5"), 6.62 (1H, dd, J = 2.4, 8.8 Hz,
H-6), 6.51 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8°), 4.79 - 4.71 (1H, m, H-3), 3.41 (1 H, ¢, J = 7.1 Hz, H-9"),
2.71 (4H, s, H-23 y H-24) 2.53 (1H, t, J = 8.9 Hz, H-17), 2.12 (3H, s, H-21) 1.21 (2CH3,t, J = 7.1
Hz, H-10"), 0.82 (3H, s, H-19), 0.61 (3H, s, H-18). RMN-!3C [100.5 MHz, CDCls] (5, ppm): 209.7
(C-20), 172.0 (C-22), 170.4 (C-25), 159.5 (C-2), 152.6 (C-8a’), 149.4 (C-7’), 128.6 (C-4"), 125.6
(C-5°), 118.9 (C-3°), 109.6 (C-6"), 108.3 (C-4a’), 97.4 (C-8°), 74.2 (C-3), 63.8 (C-17), 56.6 (C-
14), 54.1 (C-9), 44.7 (C-9°), 44.6 (C-5), 44.2(C-13), 39.0 (C-4), 36.7 (C-1), 35.5y35.4 (C-10y
C-8), 33.9(C-12), 32.1 (C-2), 31.9 (C-24"), 31.5(C-21), 29.7 (C-7), 28.4 (C-23"), 27.4 (C-6), 24.4
(C-15), 22.8 (C-16), 21.2 (C-11), 13.4 (C-18), 12.5 (C-10"), 12.2 (C-19). HRMS (ESI-TOF), célc.
para [(CasHs2N206) + H*]: 633.38; encontrado: 633.38.

4-(7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina)oxobutanoato de 20-oxo-pregn-5-en-34-ilo (2b).

Preparado a partir de 2a (0.100 g, 0.24 mmol), EEDQ
(0.059 g 0.024 mmol) en 5 mL de THF y 7-(N,N-
dietilamino)-3-aminocumarina (0.056 g, 0.24 mmol)
previamente disuelta en 2 mL de THF. Fase para CCD
hexano:AcOEt 7:3 v/v. Obteniéndose 0.066 g de un
solido amarillo con un rendimiento del 43%, p.f. = 216-
217°C. FTIR-ATR (v, cm?): 3313 (NH amida), 1733
P (C=0 éster cumarina), 1701 (C=0O éster succinato),
1662 (C=0 cetona). RMN-'H [500 MHz, CDCls] (5,

ppm): 8.55 (1H, s, H-4"), 8.02 (1H,s, NH), 7.25 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-5"), 6.60 (1H, dd, J = 8.8,
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2.5 Hz, H-6"), 6.49 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8"), 5.36 (1H, d, J = 5.2, H-6) 4.67-4.62 (1H, m, H-3),
3.39 (4H, ¢, J = 7.1 Hz, H-9°), 2.70 (4H, s, H-23 y H-24), 2.52 (1H, t, J = 8.9, H-17), 2.11 (3H, s,
H-21), 1.19 (3H, t, J = 7.1 Hz, H-10"), 1.00 (3H, s, H-19), 0.61 (3H, s, H-18). RMN3C [100.54
MHz, CDCls] (5, ppm): 209.8 (C-20), 172.0 (C-22), 170.4 (C-25), 159.7 (C-2°), 152.7 (C-8a"),
149.5 (C-7°), 139.7 (C-5), 128.7 (C-4’), 126.8 (C-5°), 122.5 (C-6), 118.9 (C-3°), 109.7 (C-6"),
108.3 (C-4a’), 97.5 (C-8°), 74.5 (C-3), 63.8 (C-17), 56.9 (C-14), 49.9 (C-9), 44.8 (C-9°), 44.1 (C-
13), 38.9 (C-4), 38.1 (C-12), 37.1 (C-1), 36.7 (C-10), 32.2 (C-7), 31.9 (C-8), 31.8 (C-24%), 31.7
(C-21), 29.7 (C-23?), 27.8 (C-2), 24.6 (C-16), 22.9 (C-15), 21.1 (C-11), 19.4 (C-19), 13.3 (C-18),
12.5 (C-10"). MS (ESI), calc. para [(CssHsoN20s) + H']: 631.36; encontrado: 631.4.

4-(-3-aminocumarina)oxobutanoato de 20-oxo-pregn-5-en-34-ilo (2c).

Preparado a partir de 2a (0.300 g, 0.721 mmol), EEDQ
(0.178 g 0.721 mmol) en 5 mL de THF y 7-(N,N-
dietilamino)-3-aminocumarina (0.116 g, 0.721 mmol)
previamente disueltaen 2 mL de THF . CCD hexano: AcOEt
7:3 viv, revelador: luz UV. EIl producto crudo de reaccion se
purifica por columna de silica gel (70-230) con
hexano:AcOEt 8:2, obteniéndose 0.180 g de un solido

amarillo con un rendimiento del 45%, p.f. = 138-140°C.
FTIR-ATR (v, cm™): 3324 (NH amida), 1733 (C=0 éster cumarina), 1720 (C=0 éster succinato),
1685 (C=0 cetona). RMN-'H [400 MHz, CDCls] (8, ppm): 8.67 (1H, s, H-4"), 8.30 (1H, s, NH),
7.50-7.42 (2H, m, H-5’ y H-6"), 7.33-7.28 (2H, m, H-7’ y H-8"), 5.37 (1H, d, J = 4.9 Hz, H-6),
4.71-4.64 (1H, m, H-3), 2.79-2.72 (4H, m, H-23 y H-24), 2.54 (1H, t, J = 8.8 Hz, H-17), 2.13 (3H,
s, H-21), 1.02 (3H, s, H-19), 0.63 (3H, s, H-18). RMN-1C [100.5 MHz, CDCls] (3, ppm): 209.5
(C-20), 171.8 (C-22%), 171.0 (C-25%, 158.7 (C-2"), 149.9 (C-8a’), 139.5 (C-5), 129.6 (C-4"), 127.8
(C-6°), 125.1 (C-77), 124.0 (C-3°), 123.4 (C-5"), 122.4 (C-6), 119.8 (C-4a’), 116.4 (C-8°), 74.5 (C-
3), 63.7 (C-17), 56.8 (C-14), 49.9 (C-9), 44.0 (C-13), 38.8 (C-12), 38.0 (C-4), 37.0 (C-1), 36.6 (C-
10), 32.1 (C-7), 31.8 (C-21), 31.7 (C-2), 31.6 (C-8), 29.4 (C-24), 27.7 (C-23P), 24.5 (C-16), 22.8
(C-15), 21.0 (C-11), 19.3 (C-19), 13.2 (C-18). MS (ESI), célc. para [(C3gHs5006) + H']: 631.81;

encontrado: 631.4.
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4,19-(di-7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina)oxobutanoato de 3,19-(dihidroxiandrost-5-

en-17-ona (3b).

/\N

Preparado a partir de 3a (0.200 g, 0.383 mmol),
EEDQ (0.189 g 0.766 mmol) en 5 mL de THF y 7-
(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina (0.177 g, 0.766
mmol) previamente disuelta en 2 mL de THF. Fase
para CCD hexano: AcOEt 5:5 v/v. Obteniéndose
0.261 g de un sélido amarillo con un rendimiento del
73%, p.f. = 157-158°C. FTIR-ATR (v, cm™): 3330
(NH amida), 1733 (C=0 éster cumarina), 1720 (C=0
cetona), 1679 (C=0O éster cumarina y succinato),
1604 (C=0 amida). RMN-'H [270 MHz, CDCls] (5,
ppm): 8.54 (1H, s, H-4’), 8.52 (1H, s, H-4"’), 8.06
(1H, s, NH), 8.02 (1H, s, NH’), 7.24 (2H, d, J = 4.7

Hz, H-5" y H-5""), 6.60 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-6" y H-6""), 6.48 (2H, sa, H-8’, H-8"), 5.61 (1H, d,
J = 2.4 Hz, H-6), 4.66 — 4.60 (1H, m, H-3), 4.54 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-19a) y 4.00 (1H, J=12.1
Hz, H-19b), 3.38 (8H, ¢, J = 7.1 Hz, H-9’ y H-9""), 2.68 (8H, d, J = 7.1 Hz, H-21, H-21’, H-22 y
H-22°), 1.17 (12H, t, J = 7.8, H-10’ y H-10), 0.89 (3H, s, H-18). RMN-*C [67.93 MHz, CDCls]
(3, ppm): 220.9 (C-17), 172.3 (C-20%), 172.0 (C-20°%), 171.9 (C-23), 171.7 (C-23°), 159.6 (C-2’
y C-27%), 152.7 (C-8a’ y C-8a’’), 149.5 (C-7" y 7”°), 134.8 (C-5), 128.7 (C-5’ y C-5"), 126.2 (C-6,
C-4’ yC-4"), 125.8 (C-3’ y C-3), 118.9 (C-4a’ y C-4a’’), 109.8 (C-6’ y C-6"), 97.5 (C-8’ y C-
8’%), 73.7 (C-3), 64.6 (C-19), 52.3 (C-14), 50.2 (C-9), 47.7 (C-13), 44.9 (C-9’ y C-97"), 40.0 (C-
10), 38.1 (C-4), 35.8 (C-16), 33.3 (C-7), 32.5 (C-8), 32.1 (C-1), 31.9 (C-22°), 31.6 (C-227°), 30.3
(C-12), 29.6 (C-21%), 29.3 (C-21°Y), 27.8 (C-2), 21.9 (C-11), 21.1 (C-15), 13.8 (C-18), 12.5 (C-10°
y C-10""). MS (ESI), calc. para [C3sHs0011]: 933.096; encontrado: 933.4.
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Procedimiento experimental

4-(7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina)oxobutanoato de &cido 3a,7a,12a-trihidroxi-54-
colandico (6a)

Preparado a partir de 5a (0.100 g,

o g@(/ 0.138 mmol), EEDQ (0.068g 0.276
: /
6a N mmol) en 5 mL de THF y 7-(N,N-
OO o _ |
‘e H dietilamino)-3-aminocumarina
N “OH

o HT(\)%O H (0.064 g, 0.276 mmol) previamente
" disuelta en 2 mL de THF. Fase para

PR CCD hexano:AcOEt 55 vlv.
N
P Obteniéndose 0.068 g de un solido

amarillo con un rendimiento del 53%, p.f. = 154-155°C. FTIR-ATR (v, cm™): 3482 (OH), 3311
(NH amida), 1702 (C=0 éster succinato), 1675 (C=0 éster amida), 1600 (C=0 amida). RMN-H
[500 MHz, CDCls] (8, ppm): 8.56 (1H, s, H-4"), 8.53 (1H, s, H-4""), 8.10 (1H, s, NH), 7.93 (1H, s,
NH), 7.24 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-5), 7.23 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-5"), 6.58 (2H, dd, J = 8.8, 1.5 Hz
H-6’,H-6""), 6.46 (2H, dd, J = 7.1, 2.4 Hz, H-8’, H-8""), 4.63 — 4.58 (1H, m, H-3), 3.97 (1H, s, H-
12), 3.78 (1H, s, H-7), 3.37 (8H, ¢, J = 7.1 Hz, H-9’, H-9”"), 1.17 (12H,t,J = 7.1, H-10’, H-10""),
1.04 (3H, d, J = 6.0 Hz, H-21), 0.86 (3H, s, H-19), 0.68 (3H, s, H-18). RMN-*C [67.93 MHz,
CDClgz] (8, ppm): 172.7 (C-24, C=0), 171.6 (C-25% NH-C=0), 170.8 (C-28?, C=0), 159.8 y 159.7
(C-2°, C- 27, C=0), 152.7 y 152.6 (C-8a’ y C-8a’’), 149.5 y 149.4 (C-7> y C-7), 128.8 y 128.7
(C-5yC-57),126.1 y125.7 (C-4> y C-4"’), 119.1 y 118.9 (C-3’ y C-3"), 109.7 y 109.6 (C-6" y
C-6""), 108.4y 108.3 (C-4a’ y C-4a"”),97.4y97.3 (C-8 y C-8"), 75.5 (C-3), 73.0 (C-12), 68.2 (C-
7), 47.2 (C-17), 46.7 (C-13), 44.8 (C-9’ y C-97"), 42.0 (C-14), 41.2 (C-5), 39.6 (C-8), 35.5, 35.1,
34.9, 34.8, 34.7, 34.4, 32.6, 31.5, 30.3, 28.4, 27.7, 26.8, 26.6, 23.3 (C.15), 22.5 (C-19), 17.5 (C-
21), 12.7 (C-18), 12.6 y 12.5 (C-10’ y C-10""). MS (ESI), célc. para [CasHs0011]: 937.170;

encontrado: 937.5.
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Procedimiento experimental

4-(7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina)oxobutanoato de 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colan-24-

oato de metilo (6b).

Preparado a partir de 5b (0.200 g, 0.280
mmol), EEDQ (0.069 g 0.280 mmol) en 5
mL de THF y 7-(N,N-dietilamino)-3-

6b

aminocumarina (0.064 g, 0.280 mmol)

1 ,
O
o H\(\/EO previamente disuelta en 2 mL de THF.

Fase para CCD hexano:AcOEt 5:5 v/v.
~N Obteniéndose 0.150 g de un sélido

amarillo con un rendimiento del 42%, p.f.
= 159°C-160°C. FTIR-ATR (v, cm™): 3378 (NH y OH), 1708 (C=0 éster cumarina y succinato),
1602 (C=0 amida). RMN-'H [400 MHz, CDCls] (5, ppm): 8.59 (1H, d, J = 5.4 Hz, H-4°), 8.11
(1H, d, J =19.1 Hz, NH), 7.28 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-5") 6.63 (1H, dd, J = 7.7, 2.3 Hz, H-6"), 6.51
(2H, d, J = 2.4 Hz, H-8"), 4.68-4.63 (1H, m, H-3), 4.00 (1H, s, H-12), 3.81 (1H, s, H-7) 3.69 (3H,
s, H-25), 3.42 (2CH2, ¢, J = 7.1 Hz, H-9), 1.22 (2CH3, t, J = 7.1 Hz, H-10’), 1.04 (3H, d, J = 6.2
Hz, H-21), 0.91(3H, s, H-19) 0.72 (3H, s, H-18). RMN-'3C [67.93 MHz, CDCls] (5, ppm): 174.7
(C-24, COOH), 171.4 (C-26), 170.8 (C-29), 159.8 (C-2’, C=0), 152.7 (C-8a"), 149.4 (C-7"), 128.7
(C-5%), 125.8 (C-4’), 118.8 (C-3), 109.7 (C-6), 108.3 (C-4a’), 97.2 (C-8"), 74.9 (C-3), 72.9 (C-
12), 68.1 (C-7), 51.5 (C-25), 47.2 (C-17), 46.7 (C-13), 44.8 (C-9°), 42.0 (C-5), 41.2 (C-14), 39.6
(C-8), 35.3 (C-20), 35.0, 34.8, 34.7 y 34.3 (C-1, C-10 ,C-4 y C-6), 32.7 (C-28), 31.2 (C-22), 30.9
(C-23),30.4 (C-27), 28.4 (C-2 y C-11), 27.6 (C-16), 26.7 (C-9), 23.3 (C-15), 22.5 (C-19), 17.3 (C-
21), 12.6 (C-18), 12.5 (C-10"). MS (ESI), célc. para [(CzsHs0011) + H']: 737.934; encontrado:
737.4.
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Procedimiento experimental

3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colan-24-oato de 4-(7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina (7a).

Preparado a partir de &cido colico (0.615 g, 1.50

7a (/ mmol), 7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina
(0.350 g, 1.50 mmol) y (0.373 g, 1.50 mmol) de
Lo EEDQ en 20 mL de THF. Fase para CCD

hexano:AcOEt 5:5 v/v. El producto crudo se filtré y

se lavo con hexano:acetato de etilo (8:2 vi),
obteniéndose 0.595 g de un s6lido amarillo con un rendimiento del 64%, p.f. = 243-244°C. FTIR-
ATR (v, cm™): 3448 (OH), 3279 (NH), 1711 (C=0 éster cumarina y succinato), 1600 (C=0 amida).
RMN-'H [400 MHz, CDCl3] (8, ppm): 8.60 (1H, s, H-4"), 7.95 (1H, sa, NH), 7.28 (1H, d, J = 8.9
Hz, H-5%), 6.63 (1H, dd, J = 2.5, 8.9 Hz, H-6"), 6.51 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-8"), 4.01 ( 1H, brs, H-
12), 3.88 (1H, brs, H-7), 3.50 - 3.44 (1H, m, H-3), 3.42 (2CHa, ¢, J = 7.1 Hz H-9°), 1.22 (1 H, t, J
= 7.1 Hz, H-10°), 1.05 (1H, d, J = 5.8 Hz, H-21), 0.91 (3H, s, H-19), 0.71 (3H, s, H-18). RMN-
13C [100.5 MHz, CDCls] (3, ppm): 172.6 (C-24, NH-C=0), 159.7 (C-2’, C=0), 152.6 (C-8a’),
149.4 (C-7°), 128.6 (C-5°), 125.6 (C-4’), 119.0 (C-3’), 109.6 (C-6"), 108.3 (C-4a’), 97.4 (C-8’),
73.0 (C-12), 72.0 (C-3), 68.4 (C-7), 47.0 (C-17), 46.5 (C-13), 44.7 (C-9°), 41.8 (C-14), 41.5 (C-5),
39.7 (C-4), 39.6 (C-8), 35.3, 35.2, 34.7, 34.6 y 34.5 (C-6, C-23, C-10, C-1, C-20), 31.4 (C-2), 30.5
(C-22), 28.3 (C-11), 27.6 (C-16), 26.5 (C-9), 23.3 (C-15), 22.5 (C-19), 17.5 (C-21), 12.6 (C-18),
12.5 (C-10’). HRMS (ESI-TOF), célc. para [(Cs7HssN20¢) + H*]: 623.83; encontrado: 623.40.

3a,12¢-dihidroxi-5p-colan-24-oato de 4-(7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina) (4b).

Preparado a partir de acido desoxicélico (0.615 g,
7b h(/ 1.50 mmol), 7-(N,N-dietilamino)-3-aminocumarina
(0.350 g, 1.50 mmol) y (0.373 g, 1.50 mmol) de
EEDQ en 20 mL de THF. Fase para CCD

hexano:AcOEt 5:5 v/v. El producto crudo se filtro y

se lavo con hexano: AcOEt (8:2 v/v). Obteniéndose
0.595 g de un so6lido amarillo con un rendimiento del 64%, p.f. = 245-246°C. FTIR-ATR (o, cm
1): 3440 (OH), 3317 (NH amida), 1707 (C=0 éster amida y succinato), 1603 (C=0 amida). RMN-
'H [500 MHz, CDCL](8, ppm): 8.57 (1H, s, H-4"), 7.94 (1H, s, NH), 7.26 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-
5%), 6.60 (1H, dd, J = 2.5, 8.8 Hz, H-6), 6.48 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-8"), 4.64 (1H, brs, OH), 3.98

(1H, s, H-12), 3.62 - 3.58 (1H, m, H-3), 3.38 (2CH2, ¢, J = 7.1 Hz H-9"), 1.18 (2CHs, t, J = 7.1
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Procedimiento experimental

[100.5 MHz, CDCl3] (5, ppm): 172.7 (C-24, NH-C=0), 159.8 (C-2’, C=0), 152.7 (C-82’), 149.4
(C-7°), 128.7 (C-5°), 125.8 (C-4°), 119.1 (C-3"), 109.7 (C-6"), 108.4 (C-4a’), 97.4 (C-8), 73.3 (C-
12), 71.9 (C-3), 48.3 (C-14), 47.3 (C-17), 46.6 (C-13), 44.8 (C-9°), 42.2 (C-5), 36.5 (C-4), 36.1 (C-
8), 35.3 (C-1), 34.7 (C-10), 34.2 (C-23), 33.7 (C-9 y C-20), 31.5 (C-2), 30.5 (C-22), 28.7 (C-11),
27.6 (C-6), 27.2 (C-7), 26.2 (C-16), 23.8 (C-15), 23.2 (C-19), 17.5 (C-21), 12.9 (C-18), 12.5 (C-
10”). MS (ESI), célc. para [(CarHsaN20g) + H*]: 607.83; encontrado: 607.5.

68



CONCLUSIONES



9. Conclusiones

Se logré la sintesis de ocho nuevos compuestos esteroide-cumarina derivados de isopregnanolona
(1b), pregnenolona (2b y 2c), 3p,19-dihidroxiandrost-5-en-17-ona (3b), acido cdlico (6a, 6b y
7a) y acido desoxicdlico (7b). Tales compuestos fueron obtenidos con rendimientos del 43% al
73% y fueron caracterizados por RMN H y 13C, espectroscopia de IR y espectrometria de masas.
Por otro lado, se logré la caracterizacion de las propiedades de fluorescencia de los compuestos
1b, 2b, 2c y 7a, los cuales mostraron una buena fluorescencia azul. Estos resultados permitieron
Ilevar a cabo la evaluacion de los compuestos 1b y 7a como sensores fluorescentes en células de
cancer de mama in vitro. Tales compuestos mostraron una buena imagen de fluorescencia,
indicando que los compuestos sintetizados son candidatos promisorios para la generacion de

imagenes de fluorescencia.
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PERSPECTIVAS



10. Perspectivas

Sintetizar los compuestos esteroide-cumarina 8a y 8b derivados del acido colico.

Realizar la caracterizacion de las propiedades de fluorescencia de los compuestos 3b, 6a,
6b, 7c, 8ay 8b.

Evaluar los compuestos 2b, 2c, 3b, 6a, 6b, 7c, 8a y 8b como sensores fluorescentes en
celulas vivas.

Continuar con la evaluacion de los compuestos 1b y 7a en la generacion de imagenes

fluorescentes.
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ANEXO Il: TABLAS DE
DESPLAZAMIENTOS EN RMN 13C



ANEXO II. Tablas de desplazamientos en RMN *3C

Tabla 1. Desplazamientos en RMN *3C en ppm para los compuestos 1a y 1b comparados con materia
prima isopregnanolona y 3-amino-7-dietilamino-cromeno-2-ona.

5 LA
9 . )
BN 0”0

No.  Isopregnanolona® Hemisuccinato de 5a- 4-(7-(N,N-dietilamino)-3- 3-amino-7-
de C CDCls pregnan-20-ona-34-ilo aminocumarina)oxobutanoato de 5a-pregnan- dietilamino-
(1a) 20-ona-3p-ilo cromeno-2-
(1b) Ona72a
CD3-CN-ds
37.0 36.8 36.7 (19)HMBC 1’ -
32.7 32.0 32.1 HSQC 2 159.5 (NH, 160.73
4 )HMBC
3 71.0 74.3 (22)HMBC, HSQC 74.2 3 118.9 (4")HMBC 113.39
4 38.1 39.1 (5)HMBC 39.0 4 128.6 HSQC 129.33
5 44.8 44.7 APT 445 APT 4a 108.3 (4,5, 6, 110.85
8 )HMBC
6 28.6 27.4 APT 274 5’ 125.6 HSQC, 126.82
(NH)HMBC
7 314 28.5 APT 29.7 6’ 109.6 HSQC (5’, 110.18
8 )HMBC
8 354 355 APT 35.4 APT 7 149.4 (5>, 8, 147.88
9 )HMBC
9 54.2 54.1 (5, 19)HMBC 54.1 (19)HMBC 8’ 97.4 HSQC, (4,5, 98.37
6 )HMBC
10 35.4 35.6 APT 355 APT 8’ 152.6 (4,5, 152.11
8 )HMBC
11 21.2 21.3 (9)HMBC 21.2 (17)HMBC 9 44.7 HSQC 45.07
(10)HMBC
12 31.0 33.9 33.9 APT 10° 12.5 HSQC 12.65
(9)HMBC
13 44.2 44.3 HSQC, (17) HMBC 44.2 (17)HMBC, APT
14 56.6 56.7 (16, 18)HMBC 56.6 (21,18)HMBC
15 24.3 24.5 24.4 APT
16 22.8 22.9 (14, 17)HMBC 22.8 APT
17 63.7 63.9 (13, 16, 20, 21)HMBC 63.8 HSQC, (16,
18)HMBC
18 13.4 13.5 HSQC 13.4 HSQC,
(17)HMBC
19 12.3 12.3 HSQC 12.2 HSQC
20 209.2 210.0 (17, 18)HMBC 209.7 (21, 17)HMBC
21 314 31.6 APT, HSQC 315 HSQC
22 - 171.8% (3, 23, 24)HMBC 172.0 (3)HMBC
23 - 29.3° HSQC 28.4° HSQC
24 - 29.1* HSQC 31.9° HSQC
25 - 177.92 170.4 (NH, 23,
24)HMBC

111
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Tabla I1. Desplazamientos en RMN *C en ppm para los compuestos 2a y 2b comparados con materia
prima pregnenolona y 3-amino-7-dietilamino-cromeno-2-ona.

P
No.  Pregnenolona Hemisuccinato de 20- 4-(7-(N,N-dietilamino)-3- 3-amino-7-
de C CDCls oxo-pregn-5-en-3p-ilo aminocumarina)oxobutanoato de 20-oxo- dietilamino-
(2a) pregn-5-en-34-ilo cromeno-2-
(2b) ona’?
1 37.30 37.0 37.1 APT, (6, I
19)HMBC
2 31.65 27.7 (3, 10)0HMBC 27.8 APT 2’ 159.7 (NH, 4, 160.73
5")HMBC
3 71.72 74.5 HSQC, (4)HMBC 74.5 HSQC 3 118.9 (4’)HMBC 113.39
4 42.21 38.0 38.9 APT 4’ 128.7 129.33
5 140.86 139.6 (19)HMBC 139.7 HSQC, 43’ 108.3 110.85
(19)HMBC
6 121.40 122.5 122.5 5’ 126.8 (NH)HMBC 126.82
7 31.80 31.8 32.2 APT 6’ 109.7 110.18
8 31.90 31.9 APT 31.9 APT 7 149.5 (9°)HMBC 147.88
9 50.05 49.9 (19)HMBC 49.9 (17)HMBC 8’ 97.5 98.37
10 36.59 36.7 HSQC 36.7 APT 8a' | 152.7 (5,4’ )HMBC 152.11
11 21.12 21.1 21.1 APT 9’ 44.8 (10°)HMBC 45.07
12 38.89 38.9 (17)HMBC 38.1 APT 10° 12.5 (9)HMBC 12.65
13 44.02 44.1 (17)HMBC 44.1 APT (17,
18)HMBC
14 56.95 56.9 (18)HMBC 56.9 APT
(18)HMBC
15 24.51 22.9 (17)HMBC 229 APT
16 22.88 24.6 24.6
17 63.75 63.8 (21)HMBC 63.8 APT, HSQC,
(18)HMBC
18 13.24 13.3 HSQC 13.3 (17)HMBC,
HSQC
19 19.40 19.4 HSQC 19.4 HSQC
20 209.39 209.9 (17, 21)HMBC 209.8
21 31.52 31.6 HSQC 31.7 HSQC
22 - 171.7 (23, 24)HMBC 172.0 (23, 24)HMBC
23 - 29.32 HSQC 29.7% HSQC
24 - 29.12 HSQC 31.82 HSQC
25 - 177.9 (23, 24)HMBC 170.4 (NH)HMBC
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Tabla I11. Desplazamientos en RMN C en ppm para el compuesto 2¢ comparado con materia prima
pregnenolona y 3-aminocumarina.

23 o
&

5 4 N
& 4 \3 N 2575y
2] i
7 07 0
g 8a

No. Pregnenolona™ 4-(-3-aminocumarina)oxobutanoato de 20-o0xo- 3-aminocumarina
de C CDCls pregn-5-en-3p-ilo
(2¢)
1 37.30 37.0 Iy
2 31.65 31.7 2 158.7 (4°, 158.7
NH)HMBC
3 71.72 74.5 HSQC 3’ 124.0 129.0
4 42.21 38.0 (6)HMBC 4 129.6 HSQC, 129.7
(6 )HMBC
5 140.86 139.5 (19)HMBC 43"  119.8 (77)HMBC 119.9
6 121.40 122.4 HSQC, 5’ 123.4 HSQC, (4, 1235
(4)HMBC NH, 6’)HMBC
7 31.80 32.1 6’ 127.8 HSQC, 127.8
(4)HMBC
8 31.90 31.6 APT, (6)HMBC 7 125.1 HSQC 125.2
9 50.05 49.9 8 116.4 HSQC 116.4
(7 )HMBC
10 36.59 36.6 (19)HMBC 8a' 149.9 (5, 150.0
8’)HMBC
11 21.12 21.1
12 38.89 38.8
13 44.02 44.0
14 56.95 56.8 (18)HMBC
15 24.51 22.8
16 22.88 24.5
17 63.75 63.7 (21, 18)HMBC
18 13.24 13.2 HSQC, (14,
17)HMBC
19 19.40 19.3 HSQC
20 209.39 209.5 (21)HMBC
21 31.52 31.8 HSQC
22 - 171.8% (22, 23)HMBC
23 - 27.7° HSQC
24 - 29.4°> HSQC
25 - 171.0% (22, 23)HMBC
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Tablas de desplazamientos en RMN *3C

Tabla IV. Desplazamientos en RMN *3C en ppm para los compuestos 3a y 3b comparados con materia
prima 3, 19-dihidroxiandrost-5-en-17-ona y 3-amino-7-dietilamino-cromeno-2-ona.

10"\N > EAe] a
\§< m 0‘22. 21 o 12 18 o}
8 " H
m"fgl\N:'[rj/::‘(;\‘i(:Hz
° 5ty
10/{N2©L;3/;0 o
J
No. 3p, 19- Di-hemisuccinato de 4,19-(Di-7-(N,N-dietilamino)-3- 3-amino-7-
de C dihidroxiandrost 3p,19-dihidroxi- aminocumarina)oxobutanoato de 3f,19- dietilamino-
-5-en-17-ona’®  androst-5-en-17-ona (dihidroxiandrost-5-en-17-ona cromeno-2-
CDCls (3a) (3b) ona’
1 33.9 32.9 32.1 yl”
2 31.9 27.7 27.8 2’y 2”7 159.6 (NH, 4’ )HMBC 160.73
3 70.8 73.6 73.7 HSQC 3y3” 125.8 (NH, 5’ )HMBC 113.39
4 42.7 40.0 38.1 (6)HMBC 4y 4 126.2 (S’égéHMBC, 129.33
H
5 137.5 134.7 134.8 4a’y4a” 118.9 (6’)HMBC 110.85
6 126.8 126.3 126.2 (8)HMBC 5y5” 128.7 (4°, 7")HMBC, 126.82
HSQC
7 32.1 32.3 33.3 6’y6” 109.8 (8")HMBC, HSQC 110.18
8 32.8 315 32.5 APT, 7Ty7” 149.5 (5°, 9))HMBC 147.88
(6)HMBC
9 50.8 50.1 50.2 8 y8” 97.5 (5°, 6" )HMBC, 98.37
HSQC
10 41.7 37.9 40.0 (19)HMBC 8a’y 8a”’ 152.7 (4)HMBC 152.11
11 21.0 211 21.9 9y9” 449 45.07
12 30.4 30.3 30.3 10’y 10 125 12.65
13 47.8 47.7 47.7 (13)HMBC
14 52.5 52.1 52.3 (18)HMBC
15 21.8 21.9 21.1
16 35.8 35.8 35.8
17 221.2 221.3 220.9 (18)HMBC
18 13.9 13.7 13.8 HSQC
19 62.6 64.5 64.6 HSQC
20 - 171.92 172.32
21 - 29.2¢ 29.6Y HSQC
22 - 29.4¢ 31.9° HSQC
(21)HMBC
23 . 178.2° 171.9°(NH)HMBC
20’ - 171.52 172.02
210 - 29.0¢ 29.37HSQC
22’ - 29.2¢ 31.6° HSQC
237 . 178.1° 171.7° (NH)HMBC
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Tablas de desplazamientos en RMN *3C

Tabla V. Desplazamientos en RMN *C en ppm para los compuestos 5a, 6a y 7a comparados con materia
prima acido célico y 3-amino-7-dietilamino-cromeno-2-ona.

6 4
a "
1“'/)\1 70”0

N Acido colico” Hemisuccinato de 4-(7-(N,N-dietilamino)-3- 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colan- 3-amino-7-
0. acido aminocumarina)oxobutanoato de 24-o0ato de 4-(7-(N,N- dietilamino-
de 3a,7a,12a-trihidroxi- acido 3a, 7a,12a-trihidroxi-5p- dietilamino)-3-aminocumarina  cromeno-2-ona’2?
C D.O CDs0D 5p-colanoico colandico (7a)
(5a) (6a)
1 37.69 35.16 35.1 35.5 r 35.22 r
2 32.05 29.84 29.1 28.4 2y2” 159.8 y 159.7 31.4 HMBC 2’ 159.7 (NH, 160.73
(NH) HVBC 4”) HMBC
3 7441  715HETCOR 75.1 HSQC 75.5 HSQC 3'y3” 119.1y 1189 72.0 HSQC 3 119.0 (NH) 113.39
(4) HMBC HMBC
4 41.18 345 34.7 349 ry4” 126.1y125.7 39.7 & 125.6 (NH, 129.33
HSQC, (5°) 5’) HMBC
HMBC
5 43.93 419 (7,9,12) 416 41.2 (7,19) da’y 108.4y 108.3 415 4a’ 108.3 (8a”) 110.85
HMBC HMBC 42 (19)HMBC HMBC
6 36.67 28.2 343 347 5°y5” 128.8y 128.7 34.72 5 128.6 (4”) 126.82
HSQC, (4%) HMBC
HMBC
7 71.12 67.7 (5,19)) 67.6 HSQC 682HSQC(5) @ 6y6” 109.7 y 109.6 68.4 HSQC 6’ 109.6 (5%) 110.18
HMBC HMBC HSQC, (5, 6°, HMBC
8a’)HMBC
8 4209 354 (19) APT 39.7 39.6 APT 7y7” 1495y 149.4 39.6 7 149.4 (5%) 147.88
(8") HMBC HMBC
9 29.17  26.5(19,7,12) 265 26.6 8y8” 97.4y97.3 26.5 8 97.4(5°,6°) 98.37
HMBC HSQC, (6%, 7°) (19)HMBC HMBC
HMBC
10 = 3719 28.2 347 34.8 8a’y 152.7y 152.6 3452 8a’ 152.6 (4’, 152.11
8a” 4,58 5") HMBC
HMBC
11 = 3052 310 274 27.7 9y9” 44.8 (10%) 28.3 9’ 44.7 (10%) 45.07
HMBC HMBC
12 = 7598 72.7 (18) 72.7 HSQC 73.0 HSQC 100y 12.6y125(9") = 73.0HSQC 10° 125 (9%) 12.65
HMBC 10" HMBC (18) HMBC HMBC
13 = 4893 47.2 (21,18) 46.2 46.7 (18) HMBC 46.5 (18)
HMBC HMBC
14 = 4433 473 (18) 417 42.0 (12, 18) 418
HMBC HMBC (18)HMBC
15 = 2576 22.9 APT 229 233 233
16 = 30.06 27.3 (20) 26.6 26.8 27.6
HMBC
17 | 49.39 41.7 (20) 46.7 47.2 (21) HMBC 47.0 (21)
HMBC HMBC
18 1494 11.7 APT 11.7 HSQC 12.7 HSQC (21) 12.6 HSQC
HMBC
19 | 2492 21.8 APT 21.7 HSQC 225 HSQC 225 HSQC
20 3832 39.7 (22,23) 35.4 35.1 35.3
APT
21 1957 16.3 APT 16.3 HSQC 17.5 HSQC 17.5 HSQC
22 3511  39.1HETCOR 31.0 315 305
(21)HMBC
23 3730  30.7HETCOR 30.7 34.4 34.6°
24 18724 176.9 (20,22) 176.9 172.7 (NH) 172.6 (21)
HMBC HMBC HMBC
25 - 172.6° 171.6°
26 - 28.4 30.3
27 - 28.2 326
28 - 174.7¢ 170.8% (NH)
HMBC
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Tablas de desplazamientos en RMN *3C

Tabla VI. Desplazamientos en RMN C en ppm para los compuestos 4a, 5b y 6b comparados con
materia prima 3o, 7a, 12a-trihidroxi-5p-colan-24-oato de metilo y 3-amino-7-dietilamino-cromeno-2-ona.

o R

[
et
HO. 29 55

i

No. 3a, 7a, 12a- 3a,7a,12a- Hemisuccinato de 4-(7-(N,N-dietilamino)-3- 3-amino-7-
de C trihidroxi- trihidroxi-54- 3a,7a,120- aminocumarina)oxobutanoato de dietilamino-
5p-colan-24-  colan-24-oato trihidroxi-54- 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colan-24-oato cromeno-2-
oato” de metilo (4a) colan-24-oato de de metilo ona’a
CDCl metilo (6b)
(5b)
1 34.6 34.5 34.3 35.0° I
2 28.0 29.8 29.2 28.4° 2’ 159.8 160.73
3 717 715 75.1 74.9 3’ 118.8 113.39
4 39.3 39.1 APT 34.7 34.7° 4 125.8 129.33
5 39.3 41.7 (199 HMBC 41.7 ()HMBC 42.0 APT 4a’ 108.3 110.85
6 35.2 35.4 34.6 34.3 5’ 128.7 126.82
7 68.3 67.7 67.6 68.1 6’ 109.7 110.18
8 414 39.7 APT 39.6 APT 39.6 APT 7 149.4 147.88
9 30.8 26.5 (19)HMBC 26.5 APT 26.7 8’ 97.2 98.37
10 35.2 35.2 (199 HMBC 35.1 34.8 8a’ 152.7 152.11
11 27.4 28.2 27.3 28.4° 9 44.8 45.07
12 72.9 72.7 72.6 72.9 10° 12.5 12.65
13 41.4 41.9 (12)(18) 41.6 (12)HMBC 46.7 APT
14 46.2 46.1 (18)HMBC 46.2 41.2 APT
15 23.1 22.9 229 23.3 APT
16 26.1 27.3 26.2 APT 27.6 APT
17 46.8 46.6 (21)HMBC 46.6 47.2 APT
18 12.3 11.6 11.6 12.6
19 22.3 21.8 21.7 22.5
20 34.6 34.6 35.4 APT 35.3 APT
21 17.2 16.2 16.2 17.3
22 31.0 30.9 (21)HMBC 30.9 31.2 HETCOR
23 30.2 30.5 30.5 30.9 HETCOR
24 174.7 175.2 175.2 174.7
25 51.3 50.7 50.7 51.5
26 - 172.6 171.4
27 - 28.2 HETCOR 30.4 HETCOR
28 - 28.5 HETCOR 32.7 HETCOR
29 - 174.72 170.8
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Tablas de desplazamientos en RMN *3C

Tabla VII. Desplazamientos en RMN C en ppm para el compuesto 8a comparado con materia prima

acido colico y 8b comparado con materia prima 3a, 7a, 12a-trihidroxi-5p-colan-24-oato.

HO._.0
28

E
o7
1\,;‘ 21

A28 L2 0
fe2ali e I e
O 18
w AR
g T o431
Lol b s 218
2 H Eaft
o wl wsf w1
| A2 5
26 4 g 70 o5 06" ©
20 IR E D@.{ i
HO.28 7 [N
! o 27 28°0H

Q

7°0H
O™ 7R %

No. Acido clico™ Tris-hemisuccinato de No.  3a, 7a, 12a-trihidroxi-5p- Tris-hemisuccinato de
de 4cido de colan-24-oato™ 3a,7a,12a-(trihidroxi-5p-
C D:0 CDs0OD 3a,7a,12¢-trihidroxi-5p- C CDCls colan-24-oato de metilo

colandico (8b)

(8a)

1 37.69 35.16 34.6 (19)HMBC 1 34.6 34.6
2 32.05 29.84 27.0 APT 2 28.0 28.7
3 74.41 71.5 HETCOR 75.8 HSQC 3 71.7 74.8 HSQC
4 41.18 34.5 37.8 APT 4 39.3 38.0
5 43.93 41.9(7,9,12) HMBC 40.9 APT 5 39.3 40.8
6 36.67 28.2 34.4 APT 6 35.2 30.9
7 71.12 67.7 (5,19)) HMBC 71.3 HSQC (19)HMBC 7 68.3 71.4 HSQC
8 42.09 35.4 (19) APT 37.8 APT 8 414 34.7
9 29.17 26.5(19,7,12) HMBC 30.9 9 30.8 30.0*
10 37.19 28.2 34.1 (19)HMBC 10 35.2 31.0
11 30.52 31.0 26.3 APT 11 27.4 27.2
12 75.98 72.7 (18) HMBC 75.8 HSQC, (18)HMBC 12 72.9 76.4 HSQC
13 48.93 47.2 (21,18) HMBC 30.7 13 414 43.3
14 44.33 47.3 (18) HMBC 45.0 APT, (18)HMBC 14 46.2 454
15 25.76 22.9 APT 22.5 APT 15 23.1 22.9
16 30.06 27.3 (20) HMBC 25.0 APT 16 26.1 26.4
17 49.39 41.7 (20) HMBC 43.2 APT, (12, 18)HMBC 17 46.8 47.5
18 14.94 11.7 APT 11.2 HSQC 18 12.3 12.2 HSQC
19 24.92 21.8 APT 21.5 HSQC, (21)HMBC 19 22.3 22.6 HSQC
20 38.32 39.7 (22,23) APT 34.9 (19)HMBC 20 34.6 314
21 19.57 16.3 APT 16.6 HSQC 21 17.2 17.6 HSQC
22 35.11 39.1 HETCOR 30.6 22 31.0 304
23 37.30 30.7 HETCOR 29.1 23 30.2 30.0*
24 187.24 176.9 (20,22) HMBC 177.0 24 178.5 178.5
25 - 172.6" (12)HMBC 25 51.3 51.7 HSQC
26 - 28.7° 26 - 171.8°
27 - 29.5¢ 27 - 29.3
28 - 174.6% (26,27)HMBC 28 - 29.3

257 - 172.3" (12)HMBC 29 - 174.9°
26’ - 28.5¢ 26’ - 171.1°
27’ - 29.4¢ 27 - 29.3
28’ - 174.5% (26,27)HMBC 28’ - 29.3
25’ - 172.2° (12)HMBC 29’ - 174,92
26" - 28.5¢ 26"’ - 171.1°
27" - 29.4¢ 27 - 29.3
28 - 174.4° (26, 27)HMBC 28"’ - 29.3

- 29’ - 174.9%
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Tablas de desplazamientos en RMN *3C

Tabla VII1. Desplazamientos en RMN 3C en ppm para el compuesto 7b comparado con materia prima
acido desoxicolico y 3-amino-7-dietilamino-cromeno-2-ona.

5' .4
9' ,
10'/)4 778707 0

No. Acido desoxicdlico™ 3a,12a-dihidroxi-54-colan-24-oato de 4-(7- 3-amino-7-dietilamino-
de C D:0 (N,N-dietilamino)-3-aminocumarina) cromeno-2-ona’
(7b)
1 37.96 35.3 I
2 32.01 315 2’ 159.8 (NH, 160.73
4’ )HMBC
3 74.25 71.9 HSQC 3’ 119.1(4)HMBC 113.39
4 38.09 36.5 4 125.8 HSQC, (5°, 129.33
NH)HMBC
5 44.90 42.2 (19)HMBC 4a°  108.4 (6 )HMBC 110.85
6 29.93 27.6 5’ 128.7 HSQC, 126.82
(4)HMBC
7 28.90 27.2 6’ 109.7 HSQC, 110.18
(8 )HMBC
8 38.81 36.1 APT 7 149.4 (5°, 147.88
9")HMBC
9 36.23 33.7¢ HSQC, APT, 8 97.4 HSQC, 98.37
(20)HMBC (6 )HMBC
10 36.74 34.7 (20)HMBC 8a' 152.7 (47, 5, 152.11
8 )HMBC
11 31.09 28.7 9 44.8 HSQC (7, 45.07
10’)HMBC
12 76.04 73.3 HSQC, 10° 12.5 HSQC, 12.65
(18)HMBC (10")HMBC
13 49.01 46.6 APT
14 50.63 48.3 (18)HMBC
15 26.54 23.8
16 30.36 26.2
17 49.37 47.3 APT, (21)HMBC
18 15.39 12.9 HSQC
19 25.76 23.2 HSQC,
(20)HMBC
20 38.61 33.7¢ (21)HMBC
21 19.54 17.5 HSQC
22 35.28 30.5
23 37.2 34.2
24 187.04 172.7 (20,
NH)HMBC
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