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DESCRIPCION
Compuestos anfifilicos con propiedades neuroprotectoras

Campo de la invencién

La presente invencion se encuentra en el campo de la quimica farmacéutica. El objetivo es un juego de compuestos
que inhiben receptores de NMDA modulados activados de manera excesiva, y por tanto protegen el tejido del
sistema nervioso central (SNC) frente a la accion excesiva de glutamato.

Técnica anterior

Los receptores de NMDA son complejos tetraméricos de multiples proteinas, que estan compuestos de dos
subunidades NR1 y dos subunidades NR2A-2D que forman el canal i6nico para iones positivos (Nature 438, 185-
192 (2005)).

Glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central de mamiferos. Las respuestas de
la neurona post-sinaptica se generan durante la transmision sinaptica por medio de receptores de glutamato
ionotropicos y metabotropicos. Los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), AMPA y los receptores de kainita
pertenecen a la familia de receptores de glutamato ionotrépicos.

Aunque la evidencia actual sugiere el papel de diferentes subtipos de receptores de glutamato en la excitotoxicidad
inducida por glutamato, se consideran los receptores ionotrépicos que son una pieza clave en estos procesos. La
activacion de receptores de glutamato ionotrépico conduce a cambios en la concentracion intracelular de iones,
especialmente calcio y sodio. La toxicidad de niveles mas altos de glutamato esta generalmente asociada con un
aumento en los niveles de Ca? intracelular. Actualmente, esta relativamente bien establecido que existe una
relacion directa entre el influjo excesivo de calcio en las células y el dafio neuronal inducido con glutamato. El
aumento de calcio intracelular patolégico inducido por glutamato se atribuye a la activacion prolongada de
receptores de glutamato ionotrépicos. Aumentos del calcio intracelular pueden desencadenar una cascada de
neurotoxicidad.

Varios estudios preclinicos han documentado la capacidad sorprendente de antagonistas de NMDA de evitar una
accion excesiva de glutamato sobre células nerviosas y reducir de ese modo el deterioro de la funcién del SNC. Sin
embargo, desde el punto de vista clinico es pequefio su potencial neuroprotector. Debido al hecho de que los
receptores de NMDA son uno de los tipos mas extendidos de receptores en el SNC, su administraciéon conduce
normalmente a varios efectos secundarios graves (por ejemplo distorsion, induccion de psicosis motora del tipo
esquizofrénico, etc.).

Por otro lado, una gran variedad de receptores de NMDA y su diferente distribuciéon en sinapsis y en el cerebro y
diversos estados funcionales de este receptor ofrece una gran posibilidad de busqueda de agentes que afectan
selectivamente sélo a un grupo especifico de receptores de NMDA y reducen de ese modo la aparicion de efectos
imprevistos e indeseados mientras se mantiene la actividad neuroprotectora (Pharmacol. Rev. 51, 7-61 (1999);
Semin. Cell Dev. Biol. 17, 592-604 (2006); Top. Med. Chem. 6, 749-770 (2006); Anesth. Analg. 97, 1108-1116
(2003); Curr. Opin. Pharmacol. 6, 53-60 (2006); Curr. Opin. Investig. Drugs 4, 826-832 (2003).

Los resultados previos mostraron que el sulfato de 3alfa,5beta-pregnanolona que se produce de manera natural
afecta a la actividad de receptores de NMDA por la manera dependiente del uso. Debido a este mecanismo de
accion, el sulfato de pregnanolona tiene una accién inhibidora pronunciada sobre receptores de NMDA activados de
manera ténica por glutamato que los receptores de NMDA fasicamente activados durante la transmision sinaptica.
La activacion de receptores de NMDA extrasinapticos activados de manera ténica es esencial para la accion
excitotoxica de glutamato (J. Neurosci. 25, 8439-50 (2005)).

Por tanto, se ha comenzado un desarrollo y prueba de antagonistas de NMDA novedosos derivados de
neuroesteroides. Estos compuestos sintetizados recientemente muestran afinidad para receptores de NMDA
extrasinapticos. Ademas, nuestros estudios electrofisioldgicos anteriores han mostrado que este tipo de compuestos
se une so6lo a los receptores de NMDA abiertos durante mucho tiempo. El mecanismo supuesto del efecto
neuroprotector es el bloqueo de la penetracion excesiva de calcio en células a través de los receptores de NMDA
abiertos. Ya que estos compuestos no tienen afinidad por otros tipos de receptores de NMDA, se cree que afectarian
minimamente a la transmisidn de sefales entre neuronas.

En la ultima década, la investigacion biomédica se ha focalizado en la investigacion del papel de neuroesteroides en
la fisiopatologia de muchos trastornos neuropsiquiatricos y evaluar el potencial terapéutico de estos compuestos. El
mecanismo de accion de neuroesteroides esta asociado con su actividad en los receptores NMDA y GABA. Los
estudios experimentales con modelos de animal sugieren el potencial de neuroesteroides para tratar una variedad
de trastornos nerviosos centrales, particularmente enfermedades neurodegenerativas, esclerosis multiple, trastornos
afectivos, alcoholismo, dolor, insomnio o esquizofrenia (J. Pharm. Exp. Ther. 116, 1-6 (2007); J. Pharm. Exp. Ther.
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293, 747 (2000)).

Los neuroesteroides desempefian un papel crucial en la regulacion del estrés y los trastornos del SNC relacionados.
El nivel de neuroesteroides aumenta temporalmente después de la exposicion al estrés, ya que es un mecanismo
adaptativo. Por el contrario, los modelos experimentales de estrés cronico y depresion en roedores de laboratorio
muestran una reduccion prolongada de la concentracion de neuroesteroides en el cerebro y en plasma, debido a su
biosintesis reducida.

Se encuentran hallazgos similares en pacientes que padecen depresion o sindrome premenstrual. Estos hallazgos
apuntan a una violaciéon de mecanismos homeostaticos en el SNC de trastornos neuropsiquiatricos relacionados con
el estrés.

Entre los neuroesteroides bien conocidos pertenecen pregnenolona, progesterona, deshidroepiandrosterona (DHEA)
y su metabolito reducido y ésteres de sulfato. La regulacion de la sintesis de neuroesteroides en el SNC no se
conoce bien, pero se cree generalmente que es crucial la interaccion de diversos tipos de células. Por ejemplo, la
sintesis de progesterona mediante células de Schwann en nervios periféricos esta regulada mediante sefiales
difusas de neuronas.

Los efectos neurotréficos y neuroprotectores de neuroesteroides se mostraron ambos en cultivos celulares y
mediante experimentos in vivo. La progesterona desempefia un importante papel en la recuperacion neurolégica de
lesién cerebral traumatica y de médula espinal a través de mecanismos que implican proteccion contra dafio celular
excitotoxico, peroxidacion de lipidos e induccion de enzimas especificas. Por ejemplo, después del corte de medula
espinal en ratas, la progesterona aumenta el nimero de astrocitos que expresan NO sintasa justo arriba y abajo del
sitio de corte.

Por tanto, los neuroesteroides modulan significativamente la funcion de receptores de membrana para
neurotransmisores, en particular el receptor de GABAa, receptor de NMDA y receptores de sigmal. Estos
mecanismos son responsables de los efectos psicofarmacolégicos de esteroides y parcialmente explican sus efectos
anticonvulsivos, ansioliticos, sedantes y neuroprotectores asi como su influencia en procesos de aprendizaje y
memoria.

Por ejemplo, el sulfato de pregnanolona se mostré6 que era capaz de invertir el déficit cognitivo en animales
envejecidos y de ejercer un efecto protector sobre la memoria en varios modelos de amnesia. Los estudios actuales
han demostrado un efecto directo de neuroesteroides en receptores intracelulares. A pesar de la ausencia de
evidencia directa de la unién de neuroesteroides a receptores corticoides, éstos pueden modular obviamente su
funcién indirectamente, mediante interaccion con proteinas cinasas C y A, MAP-cinasa o CaMKIl. Ademas,
pregnanolona y sulfato de pregnanolona se mostraron que afectan a las proteinas asociadas a microtubulos y que
aumentan la tasa de polimerizaciéon de microtubulos, que a su vez puede afectar a la plasticidad neuronal. Estos
efectos de neuroesteroide descritos recientemente apenas se entienden todavia, sin embargo, puede asumirse que
estos afectan a la neuroproteccion.

Los compuestos esteroides sulfatados y por tanto anfifilicos generalmente no penetran la barrera hematoencefalica,
pero se demuestra que el sulfato de pregnanolona administrado de manera intravenosa alcanza el cerebro
(Neuropharmacology 61, 61-68 (2011)). El transporte de analogos sulfatados probablemente esta mediado mediante
mecanismos de intercambio activo asociados con la denominada proteina transportadora de aniones organicos,
organic anion transport protein (OATP), que se expresa en las células del tejido cerebral.

Los inhibidores del receptor de NMDA son también algunos derivados esteroides y en particular derivados reducidos
de la progesterona. Sus propiedades neuroprotectoras se describen también en la bibliografia de patentes
(documentos US2012/71453 A1, 2012; WO 2009/108804 A y WO 2009/108809).

Estos farmacos actuan soélo en condiciones especificas de ciertos prerrequisitos estructurales (J. Pharmacol. Exp.
Ther. 293, 747-754 (2000)). Un requerimiento estructural esencial es la forma plegada de la molécula; este
requerimiento se realiza mediante derivados de configuracion 3alfa,5beta del esqueleto esteroide y también en un
menor grado derivados con configuracion 3alfa,5alfa. Ademas, la actividad depende de la presencia de grupos
ionizables dentro de una distancia conveniente del esqueleto esteroide, es decir de 2 a 8 atomos. Este grupo puede
estar cargado positivamente o negativamente. En articulos publicados previamente y la bibliografia de patentes se
mencion6 también siempre como elemento estructural esencial del sustituyente acetilo en la posicién 17 del
esqueleto esteroideo. Este elemento estructural aparece en progesterona, pregnenolona y pregnanolona (Br. J.
Pharmacol. 166, 1069-1083 (2012); Steroids 76, 1409-1418, (2011); WO 2009 108 804 y J. Med. Chem. 8, 426-432
(1965)).

La excepcion es la solicitud de patente US3132160 (la patente 1964 no fue concedida) sobre derivados de
androstano con accién anestésica y tranquilizante. Para los compuestos descritos, sin embargo, es caracteristico un
atomo de oxigeno en la posicién C-11, de manera analoga al analogo de pregnanolona usado clinicamente -
alfaxalona. Debido al hecho de que los resultados de ensayos bioldgicos que verifican las propiedades bioldgicas de
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estos compuestos no se divulgaron nunca, se considera que la actividad especificada en esta patente es
especulativa.

El efecto neuroprotector de derivados de esteroide con un sustituyente cargado en el C-3 se reivindicé también
mediante dos solicitudes de patente: W0O2010003391 (Anionic pregnane compounds, method for Their Producing
and Use of Them) y WO2012/110010 (Pregnanolone derivatives substituted in 3alpha-position with the cationic
group, Their method of production, usage and pharmaceutical preparation Involving Them). Ambos documentos
reivindican derivados de pregnano (sustituyente polar en C-20), sustituido en C-3 de un grupo aniénico o catiénico
de formula

\
W

H (a).

Los derivados reivindicados en la presente solicitud no son derivados de pregnanolona (estos compuestos no tienen
un grupo ceto en el C-20). En el caso de que el compuesto reivindicado tenga un grupo carbonilo, por los motivos de
estructura-actividad en la posicion C-17 y en consecuencia, estos compuestos son derivados de androstano. En el
caso de otra modificacion polar, estos derivados tienen sustituyente de oxigeno en un estado de oxidacién inferior
(éter) que el grupo ceto C-20.

La eliminacién del sustituyente polar en la posicion C-20, modificaciones y sustitucion de un anillo D en C-17 o C-16
con sustituyentes no polares o lipofilicos, asi como eliminacion completa del anillo D esteroideo, es probable que
conduzca a una mejor solubilidad de estos derivados en la membrana y a una afinidad mas alta al receptor de
NMDA, dando como resultado en algunos casos una reduccion multiple de valores Clsp en comparacion con el
compuestos de referencia (sulfato de 3alfa, 5beta-pregnanolona). Los compuestos reivindicados muestran que un
grado mas alto de inhibicién y valores Clsp mas bajos que el compuesto de referencia no pueden predecirse
generalmente, puesto que la sustitucion o modificacion en el anillo C o D en combinaciéon con el tamafio y la
composicion del sustituyente en C-3 es siempre Unica y no es posible predecir por adelantado y sugerir estructura
mediante un enfoque aditivo. Las reivindicaciones mencionadas anteriormente se ilustran mediante ejemplos de
sustancias (tabla 1) con un valor Cls inferior al compuesto de referencia.

El documento US 5.888.996 se refiere a un procedimiento de inhibicién de la actividad de receptor de NMDA usando
derivados de sulfato de pregnenolona. Menciona sulfato de androsterona como un modulador de NMDA.

Kudova et al., J. Med. Chem. 2015, 58, 5950-5966, es un articulo cientifico publicado en el periodo de prioridad. Este
divulga algunos de los moduladores de NMDA reivindicados en las presentes reivindicaciones, pero todo estos
tienen derecho a prioridad.

Descripcion de la invencién

La presente invencion se refiere a compuestos con un efecto protector sobre el sistema nervioso, la estructura de los
cuales comprende un tetradecahidrofenantreno sustituido.

Estos son Utiles en el tratamiento de lesion cerebral traumatica, isquemia, enfermedad de Alzheimer y de Parkinson,
procesos inflamatorios del sistema nervios, demencia vascular, isquemia de fetos y neonatos, dolor neuropatico o en
procesos similares en la medicina humana y veterinaria.

La invencion también incluye productos terapéuticos compuestos de los compuestos descritos.

El esqueleto de tetradecahidrofenantreno puede tener la siguiente configuracion:
(2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-tetradecahidrofenantreno

(2S,4aS,4bS,8aR,10aR)-tetradecahidrofenantreno
(2S,4aR,4bR,8aS,10aS)-tetradecahidrofenantreno,
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(4aS,4bS,8ak,10aR)-tetradecahidrofenantreno.

La invencion cubre por tanto compuestos anfifilicos seleccionados de:

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta-[a]fenantren-3-ilo

(49),

acido 2-(((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-2-
oxoacetico (50),

acido 2-(((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-2-

oxopropanoico (51),

acido  2-(((3R,5R,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ilJamino)-2-oxoacético
(59),

acido ((3R,5R,88S,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)Jamino)-3-
oxopropanoico (61),

cloruro de 4-(((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S5)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-N,N,N-
trimetil-4-oxobutano-1-amonio (62),

acido 4-(((3R,5R,8R,9S5,10S,13R,145)-10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-4-oxobutanoico (64),
acido 3-(((3R,5R,8R,9S5,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradecahidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (65),

acido 3-(((3R,5R,8R,10S5,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-
oxopropanoico (67),

acido 4-(((3R,5R,8R,9S5,10S5,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-
4-oxobutanoico (68),

acido 4-(((3R,5R,8R,9S5,10S5,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-
4-oxopentanoico (69),

cloruro de 2-(((3R,5R,8R,9S5,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-N, N, N-trimetil-2-oxoetano-1-amonio (76),

acido 3-(((3R,5R,8R,98,108,13S,14S,2)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-3-oxopropanoico (83),

acido 5-(((3R,5R,8R,9S5,108,13S,14S,2)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-5-oxopentanoico (85),

acido 3-(((3R,5R,8R,9S5,10S8,13S,14S,17R)-10,13-dimetil-17-(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (88),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,95,10S5,135,14S5,17S)-17-yodo-10, 13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (93),

3-sulfato de piridinio(3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-17,17-difluoro-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (95),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17S)-10,13-dimetilhexadecahidroespiro[ciclopenta-[a]fenantren-
17,2'-oxiran]-3-ilo (97),

acido piridinio (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a,6a-dimetiloctadecahidrochrysen-2-yl 2-sulfate (101), (4S)-4-
amino-5-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a-dimetiloctadecahidrocrisen-2-il)oxi)-5-oxopentanoico (106),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S5,10S5,13R,14S)-10,13-dimetil-16-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (114),
3-sulfato de piridinio (3R,SR,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (116),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-ilo (117),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13S,14R,17R)-10,17-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-
ilo (118),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,95,10S5,13R,14R,17R)-10,17-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-
ilo (119),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,95,10S,13R,14 5,17 S)-17-ethyl-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (120),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S5,10S5,13S5,14S,17R)-10,13-dimetil-17-(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H-
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ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (121),
3-sulfato de piridinio
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (122),
3-sulfato  de piridinio (3R,5R,8R,9S5,10S5,13R,14S,17R)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (123),

3-sulfato de piridinio(3R,5R,8R,9R,10S,13S,14S)-13-metilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (126),
3-sulfato de piridinio (3R,5S,8R,9R,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo
(127),

acido (4S)-4-amino-5-(((3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-5-oxopentanoico (130),

acido 1-((3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)-5-oxopirrolidin-
3-carboxilico (131), mezcla de isémeros
2-oxo0-2-(((3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-
illamino)acetato de sodio (138),

acido 3-0x0-3-(((3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
ilJamino)propanoico (140),
2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
illamino)-2-oxoacetato de sodio (148),

acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-il)amino)-3-oxopropanoico (149),

acido 2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,2)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
ilJamino)-2-oxoacético (154),

acido 3-(((3R,5R,8R,985,108,13S5,14S,Z2)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
ilJamino)-3-oxopropanoico (155).

(3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S,17R)-17-isopropil-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-

Otro objeto de la presente invencion son los compuestos anfifilicos mencionados anteriormente, para su uso como
un medicamento.

Otro aspecto de la invencién son también los compuestos anfifilicos para su uso en el tratamiento de trastornos
neuropsiquiatricos asociados con desequilibrios del sistema de neurotransmisores glutamatérgicos, tal como dafio
isquémico del sistema nervioso central, cambios y trastornos neurodegenerativos de SNC, trastornos afectivos,
depresion, trastorno por estrés post-traumatico, y enfermedades relacionadas con el estrés, ansiedad, esquizofrenia
y trastornos psicoéticos, dolor, adiccion, esclerosis multiple, epilepsia, glioma.

La invencién también proporciona una composiciéon farmacéutica para uso humano o veterinario, que comprende
como principio activo el compuesto anfifilico.

Finalmente, la presente invencién también incluye la composicion farmacéutica mencionada anteriormente para
tratar trastornos neuropsiquiatricos asociados con un desequilibrio en el sistema de neurotransmisores
glutamatérgicos, tal como dafio isquémico de SNC, cambios y trastornos neurodegenerativos de SNC, trastornos
afectivos, depresion, trastorno por estrés post-traumatico y enfermedades relacionadas con el estrés, ansiedad,
esquizofrenia y trastornos psicéticos, dolor, adiccion, esclerosis multiple, epilepsia, glioma.

La presente invencion se ilustrara adicionalmente mediante ejemplos, que no deben interpretarse como limitativos
del alcance de la invencion.

Ejemplos

Lista de abreviaturas:

CHCI3 cloroformo

DMSO dimetilsulfoxido

EM espectrometria de masas

EMAR espectrometria de masas de alta resolucion
Boc terc-butoxicarbonilo

El ionizacion electrénica

ESI ionizacion por electropulverizacion

eq. equivalente

IR espectroscopia infrarroja

RMN resonancia magnética nuclear

t-Bu butilo terciario

Ac acetilo

HEK células de rifidn embrionario humano

GFP proteina fluorescente verde

Clso la concentracion inhibidora maxima media
Opti-MEM® | medio esencial minimo, producto de Invitrogen
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DHEA 5-deshidroepiandrosterona

EGTA acido etilen glicol tetraacético

EDTA acido etilen diamin tetraacético

HEPES acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico

Parte experimental — quimica

Los puntos de fusion se midieron en Hund Wetzlar H-600 (Helmut Hund, Alemania). Las muestras para analisis se
secaron sobre pentéxidos de fosforo a 50 °C y una presion de 100 mbar. La rotacion optica se midié en cloroformo
en polarimetro Autopol IV (Rudolph Research Analytical, Flanders, EE.UU.), los valores [a]p se muestran en 10
'.deg.cm?.g y se compensaron a una temperatura estandar de 20 °C. Se midieron los espectros de infrarrojo en
cloroformo o muestra en comprimidos de bromuro de potasio usando un Bruker IFS 55, los nimeros de onda se dan
en cm™. Los espectros de RMN-1H se midieron en modo de FT a 24 °C y 400 MHz en un Bruker AVANCE-400 o
deuterometanol o deuterocloroformo con tetrametilsilano (TMS) como patrén interno. Los desplazamientos quimicos
se dan en ppm (escala d), las constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz. Las multiplicidades de sefal se
designan tal como sigue: s - singlete, d - doblete, t - triplete, q - cuarteto, m - multiplete, b significa a (ancho). Todos
los espectros se interpretaron como los espectros del primer orden. Para la descripcion de espectros de RMN, se
uso el sistema de numeracion de colesterol clasico. Los espectros de masa se midieron en un espectrometro ZAB-
EQ (a 70 eV) o LCQ Classic (Thermo Finnigan). Para el estudio completo se usaron la solucién acuosa de acido
clorhidrico (5 %), o bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se realizé la cromatografia de capa fina (CCF) en placas
revestidas con una capa fina de gel de silice (ICN Biochemicals). La cromatografia en columna preparativa se realizd
en gel de silice Fluka (60 micras). Para la deteccion de los compuestos en placas de CCF se us6 la inmersion en
solucion acuosa de acido sulfurico (20 ml de acido sulfurico al 98 %) en metanol (250 ml) seguido de calentamiento
a 300-400 °C. Los disolventes se evaporaron de la solucion mediante evaporacion giratoria (0,25 kPa) en un bafio a
40 °C. La fase movil para la cromatografia en columna se muestra siempre en el experimento. Para los nombres de
los compuestos se recomienda preferentemente la nomenclatura de la IUPAC (PIN) y en los casos donde era
adecuado, la terminologia se derivd de derivados de esteroide apropiados. Para la preparacion de los compuestos
activos sometidos a ensayo se usaron sintesis de novo y modificacion de precursores adecuados disponibles
comercialmente.

Procedimientos generales
Procedimiento general | - Sintesis de sulfato en C-3

A una mezcla de alcohol y complejo de trioxido de azufre -piridina (2 eq.), secada bajo presion reducida (30 min, 25
°C, 100 Pa) se afadio cloroformo recién secado (10 ml por 100 mg) y piridina secada (3 gotas) y la mezcla de
reaccion se agité bajo atmosfera inerte a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccion se enfrio
entonces hasta -5 °C durante 18 h, se enfrid y se filiré a través de algoddn. El filtrado se evapor6 con presion
reducida y el residuo se seco durante 1 hora (25 °C, 100 mbar). El residuo se volvié a suspender en diclorometano
recién secado (volumen minimo) y se enfrid hasta -5 °C durante 2 h. Los solidos se filtraron, el filtrado se evaporé
con presion reducida y se seco (1 h, 25 °C, 100 mbair).

Procedimiento general Il - Sintesis de hemisuccinato en C-3

A una mezcla de alcohol y anhidrido succinico (7 eq., secado durante la noche a 50 °C) se afiadi6 piridina seca (5 ml
por 100 mg) y 4-(N,N-dimetilamino) piridina (0,5 eq.). La mezcla de reaccion se calentd hasta 120 °C y el avance se
control6 en CCF. La mezcla se vertid entonces en agua y el producto se extrajo con cloroformo. Los extractos
organicos combinados se lavaron con solucién acuosa saturada de cloruro de sodio y se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro. Los disolventes se evaporaron con presién reducida.

Procedimiento general lll - Sintesis de hemimalonato en C-3

Se afadié alcohol en tolueno secado (5 ml por 100 mg) con piridina (0,75 ml por 100 mg) a un matraz de reaccion
seco con 2,2-dimetil-4,6-dioxo-1,3-dioxolano (acido de Meldrum, 1,1 eq.). La mezcla de reaccién se calenté con
agitacion a 80 °C y el avance se control6 en CCF. Se enfri6 entonces hasta temperatura ambiente, se diluyd con
agua y se acidificd con éacido clorhidrico diluido (5 %). El esteroide se extrajo con acetato de etilo, las fases
organicas combinadas se lavaron con acido clorhidrico diluido (5 %), agua y se secaron sobre sulfato de sodio
anhidro. Los disolventes se evaporaron con presién reducida.

Procedimiento general IV - Sintesis de hemiglutarato en C-3

Se secaron alcohol y anhidrido glutarico (258 mg, 2,26 mmol) a 50 °C durante la noche. Entonces se afiadieron
piridina secada (3 ml por 100 mg) y 4-(N,N-dimetilamino)piridina (0,3 eq.). La mezcla se calent6 a 120 °C y el avance
se controlé en CCF. La mezcla de reaccion se enfrid entonces hasta temperatura ambiente, se extinguié mediante
vertido de reactivos en agua y el producto se extrajo con cloroformo. Los extractos organicos combinados se lavaron
con salmuera y se secaron con sulfato de magnesio anhidro. Los disolventes se evaporaron con presion reducida.
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Procedimiento general V — Hidrogenacion catalitica

A una soluciéon del compuesto apropiado en etanol (5 ml por 100 mg) y acetato de etilo (2,5 ml por 100 mg) se
afadio el catalizador (Pd/CaCOs3, 5 %) y la mezcla se agité vigorosamente con una presién ligeramente positiva de
hidrégeno a temperatura ambiente y el avance se control6 en CCF. El catalizador se retiré mediante filtracion y el
disolvente se evaporé con presion reducida.

Procedimiento general VI — Descarbonilacion de Wilkinson

La mezcla del compuesto apropiado y cloruro de tris(trifenilfosfina)rodio(l) (1,1 eq.) en benzonitrilo (24 ml por 1,3 g)
se calentd bajo atmdsfera inerte a 160 °C durante 20 h. La mezcla de reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente
y se filtrd para eliminar un sélido amarillo. El filirado se evapord con presion reducida.

Procedimiento general VIl — Reaccion de Wittig usando n-butil litio

Se afadio n-butil litio (2,5 M en hexano, 1,1 eq.) en frio gota a gota a una solucién de yoduro de metiltrifenilfosfonio
(1 eq.) en tetrahidrofurano secado (30 ml por 4 g) bajo una atmdésfera inerte de nitrégeno y la mezcla se agité y se
calenté a 80 °C durante 2 horas. Entonces, se afadié una solucion del compuesto (0,5 eq.) en tetrahidrofurano
secado (cantidad minima). La mezcla de reaccién se agité a 80 °C y el avance se control6 en CCF. La reaccién se
extinguié con solucion saturada de cloruro de amonio. El producto se extrajo en cloroformo; los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. Los disolventes se evaporaron
con presion reducida.

Procedimiento general VIl — Tosilacion

Una solucion del compuesto particular, 4-dimetilaminopiridina (0,1 eq.), y p-TsCl (2 eq.) en piridina anhidra (75 ml
por 4g) se agité a ta durante la noche. La mezcla de reaccion se vertié en agua helada y el solido blanco precipitado
se recogi6é mediante filtracion, se lavo con agua y se seco.

Procedimiento general IX — Sustitucion de grupo protector de tosilato por azida alcalina

Una mezcla de derivado tosilatado y azida sodica (8 eq.) en N,N'-dimetilformamida (65 ml por 6 g) se calentd bajo
atmosfera inerte a 55 °C durante 4 h. Entonces, la mezcla de reaccion se vertié en agua y el producto se extrajo con
acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se lavaron con HCI acuoso al 5 %, agua, solucidon acuosa
saturada de bicarbonato de sodio, agua, se secaron y los disolventes se evaporaron con presion reducida.

Procedimiento general X — Reaccion de grupo amino en C-3 con 3-cloro-oxopropionato de metilo

Una mezcla de amina (202 mg, 0,52 mmol) en diclorometano seco (4 ml por 200 mg) se afiadié gota a gota a una
mezcla enfriada (0 °C) agitada de 3-cloro-3-oxopropionato de metilo (3,5 eq.) y diclorometano seco (3 ml por 0,2 ml
del reactivo) bajo atmdsfera inerte. La mezcla de reaccion se agitdé a ta durante 1,5 h, entonces se vertio en agua
amoniacal, el producto se extrajo con cloroformo, los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se
secaron y los disolventes se evaporaron con presion reducida.

Procedimiento general Xl — Reaccion de grupo amino en C-3 con clorooxoacetato de etilo

Una mezcla de amine en benceno seco (15 ml por 100 mg) y piridina (1 ml por 100 mg) se afadié gota a gota a una
mezcla enfriada (0 °C) agitada de benceno (10 ml por 100 mg) y clorooxoacetato de etilo (5 eq.) bajo atmdsfera
inerte. La mezcla de reaccion se agito a temperatura ambiente durante 1,5 h. El clorhidrato de piridina precipitado se
separd por filtracion, el filtrado se lavo dos veces con acido sulfurico acuoso al 5 % y entonces con agua. El
disolvente se evaporé con presion reducida.

Por motivos de claridad, debe observarse que de los compuestos dados a conocer en los siguientes ejemplos, los
compuestos 49, 50, 51, 59, 61, 62, 64, 65, 67, 68, 69, 76, 83, 85, 88, 93, 95, 97, 101, 106, 114, 116, 117, 118, 119,
120, 121, 122, 123, 126, 127, 130, 131, 138, 140, 148, 149, 154, y 155 son los compuestos que se encuentran en el
alcance reivindicado.

Ejemplo 1: (S)-6-(Etilendioxi)-8a-metil-3,4,6,7,8,8a-hexahidronaftalen-1(2H)-ona (2)

Se disolvieron dicetona 1 (7,36 g, 41,3 mmol), ortoformiato de trietilo (7,58 ml, 45,6 mmol), y etilen glicol (12,7 ml,
228 mmol) en DCM (50 ml) y se enfriaron hasta -10 °C. Entonces, se afadio trifluorometanosulfonato (150 ml, 830
pmol) y la mezcla se agit6é a -10 °C durante 1 h. Entonces, se afadio trietilamina (200 ml, 1,43 mmol) y la mezcla de
reaccion se vertio en solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio. El producto se extrajo en diclorometano (3 x
50 ml). Los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y los disolventes se
evaporaron con presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna en gel de silice (150 g,
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20 % de acetato de etilo en éter de petroleo) proporcionando 7,88 g (86 %) de monocetal 2: pf 48-51 °C, [a]p?° +97,7
(c 0,27, CHCIl3). RMN-"H (400 MHz, CDCl5): & 1,32 (s, 3H, H-19), 1,65 (qt, J1 = 13,3, J2 = 4,6, 1H, H-7b), 1,69-1,77
(m, 1H, H-1b), 1,77-1,89 (m, 2H, H-2), 1,99-2,07 (m, 1H, H-7a), 2,16-2,08 (m, 1H, H-1b), 2,27 (dddd, J1 = 14,1, J> =
4,5, J3 =27, Js = 2,1, 1H, H-6b), 2,37 (dddd, J; = 15,2, J> = 4,7, J3 = 2,9, J» = 1,8 Hz, 1H, CH-8b), 2,56 (dddd, J1 =
14,0, J> = 13,5, J3 = 5,0, J4 = 1,9, 1H, H-6a), 2,64 (ddd, J; = 15,2, J> = 13,4, J3 = 6,3 1H, H-8a), 5,41 (t, J = 1,3, 1H,
H-4), 3,87-4,02 (m, 4H, OCH,CH,0). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 212,52 (C, C-9), 146,58 (C, C-5), 123,44 (CH,
C-4), 105,41 (C, C-3), 64,58 (CH2, OCH,CH0), 64,28 (CH,, OCH.CH-0), 50,23 (C, C-10), 37,82 (CH,, C-8), 30,82
(CHz, C-6), 29,77 (CHz, C-2), 28,60 (CH., C-1), 24,27 (CH2, C-7), 23,81 (CH3, C-19). Espectro IR (CHCIs): 2953,
1461, 1447, 1442 (CHy); 2975 2885 (CHj3); 1711 (C=0); 1661 (C=C). EM (ESI) m/z: 223 (40 %, (M + H), 245 (100 %,
M + Na). HR-EM (ESI) m/z: para C13H1gsNaO3 (M+Na) calculado 245,1148; hallado: 245,1148. Para C13H1s03 (222,3)
calculado: 70,24 % de C, 8,16 % de H; hallado: 69,86 % de C, 8,19 % de H.

Ejemplo 2: (S)-7-(Etilenedioxi)-4b-metil-1,2,4b,5,6,7,9,10-octahidrofenantren-3(4H)-ona (3a) y (4bS,10aS)-7-
(etilenedioxi)-4b-metil-1,2,4b,5,6,7,10,10a-octahidrofenantren-3(9H)-ona (3b)

Se afiadioé hidruro de sodio (9,39 g, 235 mmol, suspension al 60 % en aceite, lavado con tetrahidrofurano, 3 x 25 ml)
en tetrahidrofurano (10 ml) a una solucién enfriada (0 °C) de cetona 2 (20,87 g, 93,89 mmol) en formiato de etilo
seco (250 ml). Entonces, se afadié metanol (3,80 ml, 93,9 mmol) se afadié gota a gota durante 15 min a 0 °C. La
mezcla de reaccion se espeso en el intervalo de unos pocos minutos y después de 30 minutos se calentd hasta
temperatura ambiente. Después de 30 min adicionales, se extinguié con solucion saturada de cloruro de amonio
(400 ml) y el producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 ml). Los extractos organicos combinados se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro, el disolvente se evaporé con presion reducida para proporcionar una cantidad
cuantitativa del derivado de formilo cristalino: RMN-'H (400 MHz, CDCl5): & 1,37 (3H, s, CH3-19), 1,82-2,13 (4H, m,
CHz-1, CH2-2), 2,22-2,43 (2H, m, CH-6), 2,30-2,57 (2H, m, CH»-7), 3,84-4,05 (4H, m, OCH.CH;0), 5,39 (1H, t, J =
1,1, CH-4), 8,54 (1H, s, CHOH), 14,67 (1H, sa, OH). RMN-'3C (101 MHz, CDClz): & 190,20 (C, C-9), 185,76 (CH,
CHOH), 144,96 (C, C-5), 122,52 (CH, C-4), 106,76 (C, C-8), 105,32 (C, C-3), 64,72 (CH2, OCH2CH-0), 64,26 (CHa,
OCH,CH20), 41,98 (C, C-10), 30,34 (CH, C-1), 29,89 (CHaz, C-2), 29,14 (CHy, C-6), 24,28 (CHy, C-7), 23,75 (CHj,
C-19).

Se afiadi6é butenona (8,77 ml, 105 mmol) y trietilamina (245 ml, 1,75 mmol) al derivado de formilo y la mezcla de
reaccion se agitd durante la noche. El exceso de butenona se evaporé con presion reducida y la mezcla bruta se
disolvié en metanol (320 ml), la solucion se afadié a una solucién acuosa de hidréxido de potasio (15,26 g , 272
mmol) y la mezcla se calentdé hasta reflujo bajo atmodsfera inerte durante 30 min. La solucién se enfrid6 hasta
temperatura ambiente, se extinguié con solucién saturada de cloruro de amonio (400 ml) y el producto se extrajo con
acetato de etilo (3 x 330 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con cloruro de sodio acuoso saturado
(400 ml) y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. Los disolventes se evaporaron con presion reducida y el
residuo se cromatografié en gel de silice (350 g, 0,5 % de trietilamina y 20 %-50 % de acetato de etilo en éter de
petréleo) proporcionando 5,49 g (22 %) del derivado 3b y 14,53 g (58 %) del derivado 3a.

Compuesto 3a: pf 105-108 °C, [a]p?® +149,8 (c 0,26, CHCIl;). RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 1,31 (3H, s, CHz-19),
1,67 (1H, dtd, J1 = 14,1, J» = 12,8, J3 = 4,6, CH-7b), 1,61 (1H, ddd, J: = 13,8, J> = 10,2, J3 = 4,6, CH-14b), 1,91-1,82
(1H, m, CH-1b), 1,85-1,94 (2H, m, CH»-2), 1,93-2,00 (1H, m, CH-7a), 2,00-2,10 (1H, m, CH-1a), 2,05-2,14 (1H, m,
CH-14a), 2,21 (1H, ddd, J: = 14,0, J» = 3,9, J; = 2,8, CH-6b), 2,30 (1H, ddd, J: = 16,5, J» = 14,1, J3 = 5,0, CH-13b),
2,39-2,45 (1H, m, CH-13a), 2,47 (1H, tdd, J; = 14,0, J. = 4,4, J3 = 1,9, CH-6a), 2,68 (1H, ddtd, J; = 12,3, J> = 10,1, J3
=5,0, Js = 2,2, CH-8), 3,86-4,06 (4H, m, OCH,CH:0), 5,36 (1H, d, J = 1,3, CH-4), 5,97 (1H, d, J = 2,1, CH-11). RMN-
3C (101 MHz, CDCl3): & 200,34 (C, C-12), 172,37 (C, C-9), 147,21 (C, C-5), 122,65 (CH, C-11), 122,26 (CH, C-4),
105,40 (C, C-3), 64,67 (CH, OCH,CH-0), 64,33 (CH, OCH2CH;0), 41,39 (C, C-10), 36,42 (CH,, C-13), 35,22 (CH,
C-8), 34,11 (CHz, C-7), 32,06 (CHz, C-1), 31,43 (CH, C-6), 30,02 (CH, C-2), 29,51 (CH,, C-14), 27,20 (CH,, C-19).
Espectro IR (CHCIs): 2978 (CHz3); 2941 (CH>); 2887 (CHs); 2865 (CHz); 1664 (C=0); 1604 (C=C); 1454, 1451 (CHy);
1379 (CHs); 1361, 1168, 1132 (CHy); 1091, 1078, 946, 883 (kruh). EM (ESI) m/z: 275 (57 %, M + H), 297 (100 %, M
+ Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C17H2303 (M+H) calculado: 275,1642; hallado: 275,1644. Para C47H203 (274,2)
calculado: 74,42 % de C, 8,08 % de H; hallado: 74,29 % de C, 7,98 % de H.

Producto aceitoso 3b: [a]p?® +217,7 (c 0,22, CHCIl;3). RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 1,18 (3H, s, CHz-19), 1,60-1,78
(2H, m, CHx-7), 1,74-1,98 (2H, m, CH2-6), 2,12-2,23 (1H, m, CH-2b), 2,29-2,36 (2H, m, CH»-14), 2,34-2,44 (1H, m,
CH-2a), 2,33-2,46 (2H, m, CH2>-13), 2,76 (1H, da, J; = 20,1, J> = 1,1, CH-11b), 2,89 (1H, da, J; = 20,1, J> = 1,6, CH-
11a), 3,81-4,08 (4H, m, OCH,CH;0), 5,33 (1H, t, J = 1,6, CH-4). RMN-"3C (101 MHz, CDCl;): 8 211,2 (C, C-12),
148,44 (C, C-5), 132,39 (C, C-9), 128,58 (C, C-8), 120,22 (CH, C-4), 105,62 (C, C-3), 64,67 (CH, OCH,CH-0), 64,17
(CH, OCH2CH20), 38,50 (CHz, C-11), 38,04 (CH,, C-13), 37,63 (C, C-10), 32,44 (CH, C-7), 32,26 (CH,, C-1), 30,17
(CH, C-6/C-14), 30,09 (CH,, C-6/C-14), 29,09 (CH,, C-2), 23,02 (CHs, C-19). Espectro IR (CHCIs): 2954, 2927
(CHy); 2855 (CHy); 1713 (C=0); 1674 (C=C); 1450, 1443 (CH); 1380 (CHj3); 1363, 1137 (CH.); 1086, 946, 961 (ring).
EM (ESI) m/z: 275 (100 %, M + H), 297 (42 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C17H2303 (M+H) calculado:
275,1642; hallado: 275,1644. Para C17H2203 (274,4) calculado: 74,42 % de C, 8,08 % de H; hallado: 74,80 % de C,
8,82 % de H.
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Ejemplo 3: (4bS,10aS)-7-(Etilendioxi)-4b-metil-1,2,4,4a,4b,5,6,7,10,10a-decahidrofenantren-3(9H)-ona (4)

Al amonio liquido recién destilado (cable de litio y una cantidad catalitica de cloruro férrico) en un matraz de tres
cuellos, se enfrid hasta -78 °C en un condensador con didxido de carbono soélido se afiadié bajo una atmoésfera de
nitrégeno , una solucion de enona 3a (9,074 g, 33,07 mmol) en tetrahidrofurano (90 ml) seguido por etanol (4,96 ml,
84,9 mmol). Entonces, con agitacion intensiva, se afiadio en porciones metal litio (2,66 g, 383 mmol) cortado en
pequefias piezas. Cuando una coloracion persistente mostré la reduccion completa, se evapordé suavemente el
exceso de amonio. El residuo se vertié en bicarbonato de sodio acuoso saturado (300 ml) y el producto se extrajo en
acetato de etilo (3 x 100 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con solucién acuosa saturada de
cloruro de sodio, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se evaporaron con presion reducida. El residuo se
purific6 mediante cromatografia en columna en gel de silice (150 g, 0,5 % de trietilamina, 30 % de acetato de etilo en
éter de petroleo) para proporcionar 7,63 g (83 %) de 4 como un aceite incoloro: [a]p?°+144,7 (c 0,41, CHCIl3). RMN-
'H (400 MHz, CDCl3): & 1,07 (3H, s, CH3-19), 1,10-1,17 (1H, m, CH-7b), 1,25-1,34 (1H, m, CH-14b), 1,30-1,47 (1H,
m, CH-9), 1,51-1,61 (1H, m, CH-1b), 1,64-1,69 (1H, m, CH-1a), 1,72-1,82 (2H, m, CH»>-2), 1,75-1,85 (1H, m, CH-8),
1,81-1,89 (1H, m, CH-7a), 1,97-2,04 (1H, m, CH-14a), 2,07-2,14 (1H, m, CH-6b), 2,09-2,17 (1H, m, CH-11b), 2,24-
2,32 (1H, m, CH-6a), 2,28-2,38 (2H, m, CH,-13), 2,33-2,44 (1H, m, CH-11a), 3,82-4,07 (4H, m, OCH,CH-0), 5,31
(1H, t, J=1,2, CH-4). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 211,82 (C, C-21), 149,20 (C, C-5), 121,12 (CH, C-4), 105,77 (C,
C-3), 64,61 (CH, OCH2CH20), 64,25 (CH, OCH,CH20), 53,03 (CH, C-9), 41,09 (CHz, C-11), 40,88 (CH., C-13),
37,65 (C, C-10), 35,88 (CH, C-8), 34,09 (CH,, C-1), 33,59 (CH,, C-7), 33,34 (CH., C-14), 31,57 (CH,, C-6), 29,66
(CHa, C-2), 17,55 (CH3, C-19). Espectro IR (CHCIs): 2969 (CHs); 2938 (CH.); 2888, 2864 (CH3); 1711 (C=0); 1664
(C=C); 1440 (CH); 1381, 1366 (CHz3); 1089, 1233, 1182, 1169, 1113 (COCOC); 1009, 964, 947 (ring). EM (ESI) m/z:
277 (23 %, M + H), 299 (100 %, M + Na), 575 (21 %, 2M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C47H2503 (M+H) calculado:
277,17982; hallado: 277,17993. Para C17H24NaO3 (M+Na) calculado: 299,16177; hallado: 299,16181. Para C17H2403
(276,4) calculado: 73,88 % de C, 8,75 % de H; hallado: 74,01 % de C, 8,69, % de H.

Ejemplo 4: (4aS,4bR,10aR)-7,7-Dimetoxi-4b-metil-1,2,3,4,4a,4b,5,6,7,9,10,10a-dodecahidro-fenantreno (5)

A una solucion agitada de la cetona 4 (1,00 g, 3,62 mmol) en metanol (25 ml) a temperatura ambiente se afiadié
tosilhidrazida (1,01 g, 5,42 mmol). Después de 30 minutos, se afadié borohidruro de sodio (2,74 g, 72,4 mmol)
durante 1 h mientras se agitaba y se enfriaba hasta 25 °C. La mezcla de reaccion se agitdé durante la noche y
entonces se vertié en agua (100 ml) y el producto se extrajo con n-pentano (3 x 20 ml). Los extractos organicos
combinados se lavaron con solucion acuosa saturada de cloruro de sodio, se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro y los disolventes se evaporaron con presion reducida. La cromatografia en gel de silice (30 g, 3 % de
acetato de etilo en n-pentano) proporcion6 708 mg (75 %) del cetal 5: [a]p?® +123,2 (¢ 0,57, CHCI3). RMN-"H (400
MHz, CDCls): & 0,83-0,94 (1H, m, CH-9), 0,87-0,97 (1H, m, CH-12b), 0,99 (3H, s, CH3-19), 0,95-1,04 (1H, m, CH-
14b), 1,01-1,15 (1H, m, CH-7b), 1,12-1,23 (2H, m, CH-11b, CH-13b), 1,35 (1H, qt, J1 = 11,2, J> = 3,6, CH-8), 1,52-
1,61 (1H, m, CH-1b), 1,61-1,70 (3H, m, CH-7a, CH-11a, CH-12a), 1,65-1,75 (1H, m, CH-14a), 1,70-1,80 (4H, m, CH-
1a, CH.-2, CH-13a), 2,02 (1H, ddd, J1 = 13,7, J2 = 4,3, J3 = 2,4, CH-6b), 2,22 (1H, tdd, J1 = 13,7, J2 =47, J3 = 1,6,
CH-6a), 3,85-4,04 (4H, m, OCH,CHz0), 5,24 (1H, d, J = 1,4, CH-4). RMN-"3C (101 MHz, CDCl5): 151,86 (C, C-5),
119,58 (CH, C-4), 106,29 (c, C-3), 64,54 (CH2, OCH.CH-0), 64,20 (CH,, OCH>CH-0), 53,47 (CH, C-9), 37,56 (C, C-
10), 37,11 (CH, C-8), 35,22 (CHy, C-7), 34,68 (CH., C-12), 34,56 (CH,, C-1), 32,14 (CHy, C-6), 29,93 (CH,, C-2),
26,80 (CHy, C-13), 26,25 (CH, C-11), 25,61 (CH2, C-14), 17,92 (CH3, C-19). Espectro IR (CHCI3): 2970 (CHs); 2927
(CH); 2886, 2855 (CHa); 1659 (C=C); 1451 (CH2); 1451 (CH2); 1380, 1364 (CHzs); 1233 (COCOC); 1170, 1113
(cetal); 1086, 1014, 954, 947 (C-O-C). EM (ESI) m/z: 263 (23 %, M + H), 285 (13 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z:
Para C47H26NaO; (M+Na) calculado: 285,18250; hallado: 285,18243. Para C17H2602 (262,4) calculado: 77,82 % C;
9,99 % de H; hallado: 77,94 % de C, 10,08 % de H.

Ejemplo 5: (4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-Metildodecahidrofenantren-2(1H)-ona (6)

A una solucion del cetal 5 (380 mg, 1,45 mmol) en acetona (10 ml) y agua (0,5 ml) se afiadié acido clorhidrico (35 %,
3 gotas) y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Entonces, la solucion se
concentré en un rotavapor, se vertié en acido clorhidrico acuoso (5 %, 30 ml) y el producto se extrajo con n-pentano
(3 x 20 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio,
se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con presion reducida. El residuo se
disolvié en etanol (20 ml) y se afadieron hidroxido de potasio (45 mg) en agua (120 ml) y catalizador (Pd/CaCQOs, 5
%, 40 mg). La mezcla se hidrogend con una presion ligeramente positiva de hidrégeno durante 3 h. El catalizador
entonces se separd por filtracion, el disolvente se evapord parcialmente y el residuo se vertié en agua. El producto
se extrajo con n-pentano (3 x 20 ml). Los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro y se evaporaron en un rotavapor a vacio proporcionando 291 mg (91%) de la cetona 6, consistiendo el
producto en una mezcla de isomeros 5a y 58 1:9. Cetona 6: [a]p?° +27,8 (c 0,43, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCls)
6 0,97 (3H, s, CHs-19), 0,98-1,07 (1H, m), 1,15-1,27 (2H, m, CH-6b, CH-7b), 1,31-1,41 (1H, m, CH-1b), 1,42-1,49
(2H, m, CH-7a, CH-9), 1,65-1,72 (4H, m), 1,77-1,86 (2H, m, CH-5), 1,85-1,96 (1H, m, CH-6a), 1,98-2,06 (1H, ddd, J+
=14,9, J, = 4,7, J; = 2,4, CH-4b), 2,02-2,10 (1H, m, CH-2b), 2,16 (1H, dddd, Jr = 14,7, J> = 4,3, Js = 2,5, CH-1a),
2,37 (1H, tdd, Jr = 14,7, J2 = 5,5, J3 = 0,9, CH-2a), 2,72 (1H, dd, J1 = 14,9, J2 = 13,3, CH-4a). RMN-"3C (101 MHz,
CDCls): & 213,39 (C, C-3), 44,53 (CH, C-5), 42,34 (CH,, C-4), 40,36 (CH, C-9), 37,29 (CH2, C-4), 36,92 (CH, C-8),
36,46 (CH2, C-1), 35,10 (CH2), 35,00 (C, C-10), 28,42 (CH,, C-7), 27,26 (CH2), 26,51 (CHz), 26,45 (CHz), 25,61
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(CHy), 22,69 (CHs, C-19). Espectro IR (CHCI3): 2981, 2929, 2856 (CH>); 1707 (C=0); 1455, 1448 (CHy); 1382 (CHs).
EM (EI) m/z: 149 (100 %, (M - C4Hs0), 220 (66 %, M). HR-EM (ESI) m/z: Para C1sH240 (M*) calculado: 220,1822;
hallado: 220,1825. Para C15H240 (220,4) calculado: 81,76 % C; 10,98 % de H; hallado: 81,61 % C; 11,03 % de H.

Ejemplo 6: (2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-Metiltetradecahidrofenantren-2-ol (7a)

Una mezcla de cetona 6 (274 mg, 1,24 mmol), diclorometano (5 ml) y metanol seco (5 ml) se enfrié hasta -78 °C.
Entonces, se afiadieron cloruro de cerio secado (337 mg, 1,37 mmol) y borohidruro de sodio (52 mg, 1,37 mmol)
mientras se agitaba. Después de una agitacion durante 15 min a -78 °C se calentd la mezcla de reaccion lentamente
hasta temperatura ambiente y se extinguié con acido clorhidrico diluido (5 %, 25 ml). El producto se extrajo con
diclorometano (3 x 10 ml), los extractos organicos combinados se lavaron con solucidon acuosa saturada de
bicarbonato de sodio y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. La evaporaciéon de los disolventes y la
cromatografia del residuo en columna de gel de silice (10 g, 10 % de éter en n-pentano) proporcion6 186,6 mg (68
%) de 3a,5B-7a alcohol y 5,5 mg (2 %), de 3B,5B-alcohol 7b. Compuesto 7a: [a]p?° +21,8 (c 0,29, CHCI3). RMN-'H
(400 MHz, CDCls): & 0,87 (3H, s, CHs-19), 0,84-0,96 (1H, m, CH-7b), 0,90-1,04 (2H, m, CH-1b, CH-14b), 1,14-1,24
(2H, m, CH-13b, CH-11b), 1,15-1,29 (2H, m, CH-6b, CH-12b), 1,24-1,33 (1H, m, CH-8), 1,32-1,39 (1H, m, CH-12a),
1,35-1,42 (1H, m, CH-5), 1,31-1,44 (1H, m, CH-2b), 1,39-1,46 (1H, m, CH-9), 1,50 (1H, dddd, J1 = 12,6, J> = 4,7, J3 =
3,8, Js = 2,4, CH-4b), 1,58-1,66 (2H, m, CH-1a, CH-7a), 1,60-1,70 (1H, m, CH-11a), 1,62-1,70 (1H, m, CH-2a), 1,71-
1,80 (1H, m, CH-13a), 1,72-1,84 (1H, m, CH-4a), 1,77-1,87 (1H, m, CH-14a), 1,84-1,91 (1H, m, CH-6a), 2,18 (1H, sa,
OH), 3,62 (1H, tt, J1 = 11,1, J» = 4,7, CH-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 71,73 (CH, C-3), 42,22 (CH, C-5), 40,00
(CH, C-9), 37,25 (CH, C-8), 36,21 (CHz, C-4), 35,17 (CHz, C-1), 34,64 (CH2, C-14), 34,53 (C, C-10), 30,54 (CH>, C-
2), 29,09 (CHy, C-12), 27,28 (CH,, C-13), 27,02 (CH2, C-6), 26,53 (CH2, C-11), 25,34 (CH,, C-7), 23,34 (CHs, C-19).
Espectro IR (CHCIs): 3609, 3452 (OH); 2977 (CH.); 2927 (CH,); 2858 (CH); 1450 (CH2); 1380, 1364 (CHs); 1035,
1015 (C-OH). EM (ESI) m/z: 245 (100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C1sH26NaO (M+Na) calculado: 245,1876;
hallado: 245,1875. Para C15H260 (222,4) calculado: 81,07 % de C, 11,79 % de H; hallado: 81,11 % de C, 11,98 % de
H.

Ejemplo 7: 2-Sulfato de piridinio (2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-metiltetradecahidrofenantren-2-ilo (8)

El compuesto 8 se preparé de acuerdo con el procedimiento general | - preparacion de sulfato en C-3 a partir del
compuesto 7a (166 mg , 747 umol) proporcionando sulfato 8 (248 mg, 87 %): [a]p?® +22,6 (c 0,23, CHCIl;). RMN-'H
(400 MHz, CDCls): 6 0,86 (3H, s, CH3-19), 0,83-0,93 (1H, m, CH-11b), 0,90-1,00 (1H, m), 0,95-1,04 (1H, m, CH-1b),
1,22-1,35 (1H, m, CH-8), 1,12-1,40 (5H, m, CH>-6), 1,38-1,48 (2H, m, CH-5, CH-9), 1,54-1,63 (1H, m, CH-11a), 1,50-
1,64 (1H, m, CH-2b), 1,56-1,66 (2H, m), 1,71-1,78 (1H, m), 1,79-1,88 (3H, m, CH-1a, CH-4b), 1,90-2,03 (2H, m, CH-
4a, CH-2a), 4,47 (1H, tt, J1 = 11,3, J> = 4,9, CH-3), 7,99-8,03 (2H, m, CH-3'), 8,48 (1H, tt, J: = 7,9, J> = 1,6, CH-4"),
8,99-8,01 (2H, m, CH-2'). RMN-"3C (101 MHz, CDCIls): & 145,60 (CH, C-4'), 142,37 (CH, C-2'), 127,12 (CH, C-3"),
79,67 (CH, C-3), 42,34 (CH, CH-5), 40,05 (CH, C-9), 37,29 (CH, C-8), 35,29 (CH,), 34,67 (CH,, C-1), 34,52 (C, C-
10), 33,26 (CH,, C-4), 29,09 (CH., C-6), 27,89 (CH2, C-2), 27,38 (CH,), 26,93 (CHy2), 26,61 (CH>), 25,41 (CH2, C-11),
23,32 (CHs, C-19). Espectro IR (CHCI3): 2927 (CH,); 2856 (CHy); 2450-2750 (NH*); 2135 (NH*); 1490 (ring); 1450
(CHy); 1380 (CHs); 1255, 1171, (SOs3); 1047 (SOs); 970, 953, (COS); 828 (COS); 682 (=CH); 624 (SO3). EM (ESI)
m/z: 301 (100 %, M - CsHsN*). HR-EM (ESI) m/z: Para C1sH2504S (M-CsHsN*) calculado: 301,1479; hallado:
301,1479. Para C2H31NO4S (381,5) calculado: 62,96 % de C, 8,19 % de H; 3,67 % de N; hallado: 60,82; % de C,
8,09 % de H; 3,61 % de N.

Ejemplo 8: (3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-Dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol (48)

Se afiadio cinc metalico (42 g) gradualmente con agitacion a una mezcla de 3alfa-hidroxi-5beta-androstan-17-ona 47
(6 g, 0,02 mol) comercialmente disponible en metanol (90 ml) y diclorometano (90 ml). La mezcla de reaccion se
enfrié hasta 0 °C, entonces, se afiadio cloruro de trimetilsililo (84 ml) gota a gota y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 14 horas. El avance de la reaccion se controléd en CCF. La mezcla se filtrd a través de celulosa y el
filtrado se neutralizd con solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio. El producto se extrajo con cloroformo (3
x 50 ml), las fases organicas combinadas se lavaron con acido clorhidrico acuoso (5 %, 30 ml), solucién acuosa
saturada de cloruro de sodio, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con presion
reducida. El producto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (4 % de acetona en éter de petrdleo). se
aislaron 4,5 g (79 %) del compuesto 48: pf 143-144 °C, [a]p?° +10,9 (c 0,27, CHCIs). Espectro IR (CHCIs): 3608, 3446
(OH); 2972, 2887, 1377, (CHa); 2935, 2865, 1450; (CH,) 1081, 1065, 1034 (CO). RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,68
(3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 3,58-3,67 (1H, m, H-3). RMN-3C (101 MHz, CDCls): 72,05 (C-3), 54,73, 42,28,
41,09, 40,91, 40,64, 39,22, 36,65, 36,38, 35,63, 34,89, 30,73, 27,37, 26,99, 25,70, 23,56, 20,99, 20,74, 17,65. Para
C19H320 (276,2) calculado: 82,55 % de C, 11,67 % de H; hallado: 82,31 % de C, 11,82 % de H.

Ejemplo 9: 3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,95,10S5,13S5,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (49)

El compuesto 49 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general | - preparacion de sulfato en C-3 a partir del

compuesto 48 (200 mg, 0,72 mmol). Se aislaron cristales blancos de sulfato 49 (211 mg, 67 %): pf 180-182 °C
(cloroformo), [a]p®® +16,0 (¢ 0,28, CHCl3/MeOH, 2:0,1 ml). RMN-'H (400 MHz, CDCl3): & 0,67 (3H, s, H-18), 0,92 (1H,
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s, CH-19), 4,48 (1H, tt, J; = 11,3, J> = 4,9, H-3), 7,94-8,04 (2H, m, H-2 a H-4, piridinio), 8,47 (1H, tt, J1 = 7,9, J> = 1,6,
H-3, piridinio), 8,97 (2H, dt, J; = 5,6, J» = 1,5, H-1 a H-5, piridinio). RMN-'3C (101 MHz, CDCl; /CDs0OD): & 145,57 (C-
1"y C-5', piridio), 142,33 (C-3', piridinio), 127,07 (C-2'y C-4', piridinio), 79,71 (C-3), 54,67, 42,23, 40,97, 40,75, 40,53,
39,13, 36,23, 35,48, 34,67, 33,39, 27,80, 27,10, 26,81, 25,58, 23,35, 20,85, 20,61, 17,53. Espectro IR (CHCIs3): 1260,
1178, 1050, 970 (OSOs3). EM (El) m/z: 355,2 (100 %, M - piridinio). HR-EM (ESI) m/z: Para C19H3104S calculado:
355,1949; hallado: 355,1949.

Ejemplo 10: Acido 2-(((3R,5R,8S,9S,10S,135,145)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-
il)oxi)-2-oxoetanoico (50)

Se disolvié 5beta-androstan-3alfa-ol 48 (100 mg, 0,362 mmol) en diclorometano secado (2 ml). La solucién se enfrio
hasta 0 °C y se afiadieron trietilamina (0,05 ml), una gota de una solucién de N,N'-dimetilformamida (0,03 ml) en
diclorometano (2 ml), y cloruro de acido oxalico (0,09 ml, 1,086 mmol) mientras se agitaba. La mezcla se calenté
hasta 10 °C y se agitdé a esta temperatura durante 2 h. El exceso de reactivo se descompuso mediante adicion de
agua (10 ml) y la solucién se agité a temperatura ambiente durante 30 min. Entonces se separ6 la capa acuosa, se
evaporo6 diclorometano y se suspendio el residuo en acetato de etilo (20 ml) y carbonato de potasio acuoso (10 %,
50 ml). La capa organica que contiene las impurezas neutras se elimino, la fase acuosa se acidifico6 de manera
cuidadosa con acido clorhidrico diluido (1N, hasta pH~4) y se extrajo con acetato de etilo (2 x 25 ml). Los extractos
combinados se lavaron con agua, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con
presion reducida. La cristalizacion en acetona/n-heptano proporcioné 70 mg (55 %) de hemiéster de acido oxalico
50: [a]p?° +27,9 (c 0,32, CHCI3): RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 0,68 (3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 4,95 (1H, tt, J,
=114, J> = 4,9, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 157,83, 157,48, 79,67, 54,69, 42,12, 41,08, 40,83, 40,60, 39,13,
36,30, 35,13, 34,88, 31,89, 27,11, 26,81, 26,32, 25,67, 23,37, 20,99, 20,72, 17,63. Espectro IR (CHCIs): 1734, 1726
(C=0), 1268, 1246 (C-O). EM (ESI) m/z: 275,3 (100 %, M - COCOOQ), 347,3 (10 %, M - H). HR-EM (ESI) m/z: Para
C21H3104 (M-H) calculado: 347,2228; hallado: 347,2232.

Ejemplo 11: Acido 2-(((3R,5R,8S,9S,10S,135,145)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-2-oxopropanoico (51)

El compuesto 51 se prepard de acuerdo con el procedimiento general Ill - preparacién de hemimalonato en C-3 a
partir del compuesto 48 (100 mg, 0,36 mmol). La cromatografia en gel de silice (1-10 % de acetona en éter de
petroleo) proporcioné 67 mg (51 %) del derivado de no cristalizacion 51: [a]p?® +27,8 (¢ 0,35, CHCIl3). RMN-"H (400
MHz, CDCls): & 0,68 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 3,42 (2H, s, H-2'), 4,80-4,90 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz,
CDCls): 6 169,05, 168,01, 77,04, 54,72, 42,10, 41,10, 40,94, 40,64, 40,20, 39,17, 36,33, 35,20, 34,90, 32,16, 27,15,
26,87, 26,59, 25,68, 23,48, 21,02, 20,75, 17,66. Espectro IR (CHCIs): 1755, 1736, 1717 (C=0); 1330 (OH). EM (ESI)
m/z: 317,3 (100 %, M - HCOOH), 361,3 (20 %, M - H), 723,6 (10 %, 2M - H). HR-EM (ESI) m/z: Para C22H3304 (M-H)
calculado: 361,2385: hallado: 361,2380.

Ejemplo 12: N-2-((Benciloxi)-carbonil)-N-omega-nitro-L-argininato de (3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14S)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (52)

Una mezcla del compuesto 48 (150 mg, 0,54 mmol), el argininato de Z,NO; protegido (211 mg, 0,6 mmol) y 4-(N,N-
dimetilamino)piridina (7 mg, 0,06 mmol) se disolvieron en acetonitrilo (20 ml) y diclorometano (10 ml) y se afiadié una
solucién de diciclohexilcarbodiimida en benceno (1 M, 0,813 ml). La mezcla de reaccién se agitd bajo argdn durante
17 h. El derivado precipitado N,N'-diciclohexilurea se retir6 mediante filtracion y el filtrado se vertid en solucion
saturada de bicarbonato de sodio, el producto se extrajo en acetato de etilo (3 x 25 ml), las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera (25 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Los disolventes se
evaporaron con presion reducida. La purificacion del residuo bruto (484 mg) mediante cromatografia en columna en
gel de silice (20 % de acetona en éter de petréleo) dio el producto 52 (226 mg, 68 %): pf 132-133 °C, [a]o?® -7,5 (c
0,25, CHCI3). RMN-'H (500 MHz, CDCls): & 0,69 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,22-3,31 (1H, m, 5'b-CH), 3,41-
3,50 (1H, m, 5'a-CH), 4,28-4,36 (1H, m, 2'-CH), 4,73-4,83 (1H, m, H-3),), 5,12 (2H, s, CH>-benzil), 5,75 (1H, d, J =
8,0, NHCBz), 7,23-7,40 (5H, m, fenil). RMN-"3C (101 MHz, CDCI3): & 171,43, 159,42, 136,01, 128,70, 128,49,
127,88, 76,57, 67,51, 54,54, 42,04, 40,98, 40,83, 40,50, 40,41, 40,29, 39,01, 36,24, 35,07, 34,78, 33,91, 32,20,
31,17, 27,06, 26,74, 26,58, 25,64, 26,56, 24,95, 24,48, 23,34, 20,92, 20,63, 17,55. Espectro IR: 1730 (C=0, éster);
1705 (C=0, carbamato); 1348, 1326, 1291(NO-); 1231 (fenil). EM (ESI) m/z: 634 (100 %, M + Na), 612 (70 %, M +
H).

Ejemplo 13: Diclorhidrato de L-argininato de (3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (53)

A una solucién de argininato de androstanol-Boc,NO- - 52 (203 mg, 0,33 mmol) en metanol (9,5 ml) y acido acético
(0,5 ml) se afiadio catalizador de paladio (Pd/C , 10 %, 20,3 mg). La mezcla se agit6 vigorosamente con una presién
ligeramente positiva de hidrogeno durante 18 h a temperatura ambiente. La reaccion se controlé mediante CCF, en
una mezcla de éter de petréleo/acetona, 1:1. Después de desaparecer el material de partida se filtré el catalizador
por una columna pequefia de celite. El filtrado se diluyé con cloroformo (5 ml), se lavé con acido clorhidrico diluido (5
%, 5 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. El clorhidrato precipitado 53 (140 mg, 84 %) se sec6. El
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producto 53 se recristalizo en metanol/agua: pf 238-240 °C, [a]p?° +20 (¢ 0,32, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCl5): &
0,74 (3H, s, H-18), 1,00 (3H, s, H-19), 3,27 (2H, d, J = 7,8, H-5'), 4,06 (1H, d, J = 7,8, H-2"), 4,89 (1H, m, H-3). RMN-
13C: (101 MHz, CD3;OD): & 169,69, 78,49, 62,66, 55,92, 53,69, 43,29, 42,16, 42,03, 41,67, 41,54, 37,52, 35,83,
33,19, 28,75, 28,09, 27,92, 27,57, 26,52, 25,64, 25,54, 23,75, 21,94, 21,43, 22,13, 17,86. Espectro IR (CHCl3): 3344,
3164, (NH); 1703, 1681, 1600 (guanidinio); 1727 (C=0, éster). EM (ESI) m/z: 433,4 (100 %, M - 2HCI). HR-EM (ESI)
m/z: Para Ca5HasN4O; (M-2HCI) calculado: 433,3537; hallado: 433,3537.

Ejemplo 14: 4-Metilbencenosulfonato de (3S,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (55)

El compuesto 55 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general VIl — tosilacién de 5beta-androstan-3beta-ol
54 (preparado mediante el mismo procedimiento que el compuesto 48, 4 g, 14,47 mmol) proporcionando el
compuesto 55 (5,88 g, 94 %): [a]p?® +2,9 (¢ 0,61, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,66 (3H, s, H-18), 0,94 (3H,
s, H-19), 2,44 (3H, s, CHs-tosilato), 4,81-4,85 (1H, m, H-3), 7,32 (2H, d, J = 8,2, tosilato), 7,79 (2H, d, J = 8,2,
tosilato). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 144,38, 134. 95, 129,83 (2x), 127,75 (2x), 81,06, 54,80, 41,08, 40,62, 40,52,
39,19, 36,91, 36,10, 34,96, 31,49, 30,25, 26,64, 26,37, 25,96, 25,63, 23,78, 21,77, 21,21, 20,71, 17,65. Espectro IR
(CHCl3): 2960 (CHs); 1174 (SO3); 905 (C-O). EM (ESI) m/z: 883,4 (100 %, 2M + Na), 453,2 (80 %, M + Na). HR-EM
(ESI) m/z: Para C2sH3sO3NaS (M+Na) calculado: 453,2434; hallado: 453,2434.

Ejemplo 15: (3R,5R,8S,95,105,13S,14S)-3-Azido-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantreno (56)

El compuesto 56 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general IX — sustitucion de grupo protector de tosilato
por azida alcalina a partir del compuesto 55 (5,88 g, 13,68 mmol). La purificacion mediante cromatografia en
columna (2 % éter en éter de petréleo) proporcioné 2,8 g (68 %) de 3alfa-azida (56) y 0,8 g (19 %) de una mezcla
(1:1) con 3beta-isomero. Compuesto 56: [a]p?° +22,4 (c 0,29, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CD;OD): & 0,68 (3H, s, H-
18), 0,94 (3H, s, H-19), 3,31 (1H, tt, J1 = 11,8, J» = 4,5, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 61,43, 54,64, 42,57,
41,07, 40,92, 40,61, 39,12, 36,33, 35,85, 34,95, 32,63, 27,27, 26,90 (2x), 25,67, 23,63, 20,98, 20,72, 17,65. Espectro
IR (CHCI3): 2937, 2868 (CH3); 2094 (Ns). EM (ESI) m/z: 274,25 (100 %, M - N2H), 259,24 (40 %, M - N3H). HR-EM
(ESI) m/z: Para C1gH31 (M-N3) calculado: 259,2426; hallado: 259,2423.

Ejemplo 16: (3R,5R,8S,95,105,13S,14S5)-10,13-Dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-amina (57)

El compuesto 57 se prepard de acuerdo con el procedimiento general V — hidrogenacién catalitica a partir del
compuesto 56 (2,80 g, 9,29 mmol). La cromatografia en gel de silice (20 % de metanol y 1 % de trietilamina en
diclorometano) proporcioné 1,74 g (68 %) de amina 57: [a]p?° +14,0 (c 0,47, CHCls/MeOH, 1,8:0,1). RMN-'H (400
MHz, CD3;OD): & 0,67 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 2,80 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCl): & 54,64,
51,79, 42,69, 41,09, 40,89, 40,64, 39,18, 36,42, 36,22, 34,95, 30,45, 27,38, 27,01, 25,72, 25,66, 23,75, 21,00, 20,75,
17,67. Espectro IR (clorhidrato) (KBr): 3104 (NHs*); 2973, 1450, 1377 (CHs). EM (ESI) m/z: 276,3 (100 %, M + H).
HR-EM (ESI) m/z: Para C1gH3sN (M+H) calculado:276,2686; hallado: 276,2686.

Ejemplo 17: 2-(((3R,5R,8S5,9S5,10S,13S5,14S5)-10,13-Dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
illJamino)-2-oxoacetato de etilo (58)

El compuesto 58 se prepard de acuerdo con el procedimiento general XI — reaccion de grupo amino en C-3 con
clorooxoacetato de etilo a partir del compuesto 57 (100 mg, 0,36 mmol) proporcionando 123 mg (90 %) de 58: pf
165-167 °C (acetona/n-heptano), [a]p?° +36,7 (c 0,38, CHCIl;). RMN-'H (400 MHz, CD;0D): & 0,68 (3H, s, H-18), 0,95
(38H, s, H-19), 1,38 (3H, t, J = 7,1, CH,CH3), 3,75-3,87 (1H, m, H-3), 4,34 (2H, q, J = 7,1, CH2CH3), 6,96 (1H, d, J =
8,6, NH). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 161,21, 155,77, 63,29, 54,82, 50,24, 42,44, 41,10, 41,04, 40,65, 39,22,
35,94, 34,86, 33,26, 29,85, 27,57, 27,12, 26,94, 25,68, 23,70, 20,99, 20,73, 17,65, 14,16. Espectro IR (CHCI3):1696
(C=0); 1377 (OEt). EM (ESI) m/z: 398,3 (100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C23H3703NNa (M+Na) calculado:
398,2666; hallado: 398,2668.

Ejemplo 18: Acido 2-(((3R,5R,8S,9S,10S,135,145)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
illJamino)-2-oxoacético (59)

A una solucién de amida protegida 58 (110 mg, 0,29 mmol) en metanol (3 ml) enfriada hasta 0 °C se afiadi6 gota a
gota una solucién de hidroxido de sodio (120 mg, 3 mmol) en metanol (2 ml). La mezcla de reaccion se agité a 10 °C
durante 2 h. Se vertié entonces en agua, se acidificé con acido clorhidrico diluido (5 %) hasta pH-2 y el producto se
extrajo en éter (3 x 10 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con presion reducida proporcionando 59 mg (64 %) de la monoamida
59: pf 191-193 °C, [a]p?® +32,4 (¢ 0,21, CHCI3/MeOH, 1,8:0,4). RMN-"H (400 MHz, CDzOD): & 0,69 (3H, s, H-18),
0,96 (3H, s, H-19), 3,70-3,85 (1H, m, H-3), 7,14 (1H, d, J = 8,2, NH). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): 5 160,05, 156,62,
54,77, 51,29, 42,45, 41,10, 41,04, 40,62, 39,17, 36,32, 35,83, 34,85, 33,08, 27,40, 27,08, 26,90, 25,67, 23,67, 21,00,
20,72, 17,65. Espectro IR (sal de sodio) (KBr): 1649 (C=0O, amida); 1532 (amida); 1377 (CHs). EM (ESI) m/z 346,2
(100 %, M - H). HR-EM (ESI) m/z: Para C19H32NO3 (M-H) calculado: 346,2388; hallado 346,2386.
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Ejemplo 19: Acido ((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
illJamin)-3-oxopropanoico (61)

El compuesto 60 se prepard de acuerdo con el procedimiento general X — reaccién de grupo amino en C-3 con 3-
cloro-oxopropionato de metilo a partir del compuesto 57 (100 mg, 0,36 mmol) proporcionando éster metilico 60 (130
mg, 96 %), que formé (mediante espectros IR y RMN) una mezcla de equilibrio de forma ceto y enol y después de la
caracterizacion mediante espectros de masa se uso para la siguiente reaccion. EM (ESI) m/z: 398,4 (100 %, M +
Na), 773,8 (40 %, 2M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C23H37NO3 Na (M+Na) calculado: 398,2666; hallado: 398,2666.

Una solucion de 60 (130 mg, 0,35 mmol) e hidréxido de sodio (28 mg, 0,69 mmol) en tetrahidrofurano (1,5 ml) y agua
(1,5 ml) se agité a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccion se vertié en agua y se eliminaron
fracciones neutras mediante extraccion con éter. La fase acuosa se acidificé con acido clorhidrico diluido (5 %). El
producto se extrajo en acetato de etilo (3 x 15 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con agua y se
secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y los disolventes se evaporaron con presion reducida. La cromatografia
en gel de silice (10 % de acetona en éter de petrdleo) proporcion6 48 mg (37 %) de 61: pf 126-128 °C, [a]p?° +25,4 (¢
0,25, CHCls). RMN-"H (400 MHz, CDsOD): & 0,68 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,29 (2H, s, COCH,CO), 3,83
(1H, tdt, J1 = 12,4, J, = 8,7, J3 = 4,6, H-3), 6,3 (1H, d, J = 8,4, NH). RMN-"3C (101 MHz, CDCl5): 5 168,78, 167,91,
54,83, 50,59, 42,49, 41,09, 41,03, 40,65, 39,22, 38,58, 36,31, 35,94, 34,86, 33,33, 27,62, 27,11, 26,94, 25,67, 23,68,
20,98, 20,73, 17,64. Espectro IR (KBr): 1731, 1719 (C=0, amida); 1630, 1622, 1561 (amida); 1377 (CH3). EM (ESI)
m/z: 360,3 (100 %, M - H), 721,5 (25 %, 2M - H). HR-EM (ESI) m/z: Para C;2H3NO3 (M-H) calculado: 360,2544;
hallado: 360,2536.

Ejemplo 20: Cloruro de 4-(((3R,5R,8S,9S5,10S,135,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]-
fenantren-3-il)oxi)-N, N, N-trimetil-4-oxobutan-1-amonio (62)

Se suspendié cloruro de 3-carboxi-N,N,N-trimetilpropano-1-amonio (69 mg, 0,38 mmol) en CH,Cl, anhidro (1 ml)
bajo argén. A la mezcla de reaccién enfriada en un bafio de hielo se afiadié gota a gota de cloruro de acido oxalico
(0,5 ml, 5,82 mmol) seguido de una cantidad catalitica de N,N'-dimetilformamida anhidra (3 ml, 0,03 mmol). La
mezcla heterogénea se agitdé a temperatura ambiente durante 16 h. Durante este tiempo se formé una solucion
transparente. Las porciones liquidas de la mezcla se evaporaron con presion reducida y el residuo sélido se disolvié
en nitrometano (2 ml) y piridina anhidra (0,10 ml, 1,24 mmol) bajo argén. A esta solucidn se afiadié el compuesto 48
(98 mg, 0,35 mmol). La reaccion se agitd durante 4 h y entonces, se extinguié con agua (10 ml). La mezcla
resultante se acidificd hasta pH-4 con HCI acuoso (5 %). El producto se extrajo con cloroformo (3 x 20 ml), la
solucién se lavd con solucion acuosa saturada de cloruro de sodio (10 ml), se secé sobre sulfato de magnesio
anhidro y se evapordé con presion reducida. El esteroide 48 de partida que no habia reaccionado se elimind mediante
trituracion con benceno y el producto residual se recristalizd en cloroformo/n-heptano (1:1) proporcionando cristales
de 62 (122 mg, 79 %): pf 225-227 °C (n-heptano/CHCI3), [a]p?® +24,9 (¢ 0,23, CHCI3). RMN-"'H (400 MHz, CDCl3): &
0,69 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 2,03-2,14 (2H, m a, H-3') 2,46-2,50 (2H, m a, H-2'), 3,46 (9H, s a, N(CHz)3),
3,63-3,71 (2H, m a, H-4"), 4,72 (1H, tt, J1 = 11,3, J> = 4,6, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 171,55 (CO), 75,45,
65,73, 54,53, 53,60, 41,98, 40,92, 40,77, 40,46, 39,00, 36,18, 35,12, 34,74, 32,26, 30,28, 27,03, 26,71, 26,63, 25,51,
23,33, 20,86, 20,57, 18,50, 17,50. Espectro IR (CHCI3): 2950 (CHas); 1722 (C=0, éster); 1477 (NMes*) 1386 (CHs);
1230 (NMes*); 1185 (CO). EM (ESI) m/z: 404 (100 %, M - Cl). HR-EM (ESI) m/z: Para C26H4sNO2 (M-Cl) calculado:
404,3523; hallado: 404,3526.

Ejemplo 21: Acido 4-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetra-
decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-4-oxobutanoico (64)

El compuesto 64 se preparé de acuerdo con el procedimiento general Il - preparacion de hemisuccinato en C-3 a
partir del compuesto 63 (103 mg, 0,38 mmol). La cromatografia en gel de silice (25 % de acetato de etilo en éter de
petroleo) proporcioné 85 mg (60 %) del derivado 64: pf 127,7-128,3 °C (acetona/n-heptano), [a]p?® +30,8 (c 0,27,
CHCl3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): 8 0,74 (3H, s, H-18), 0,97 (3H, s, H-19), 2,58-2,71 (4H, m, OCCH,CH,CO), 4,75
(1H, tt, J1 = 11,3, J = 4,8, H-3), 5,69 (1H, ddd, J; = 5,6, J> = 2,9, J3 = 1,4, H-17), 5,83 (1H, m, H-16). RMN-'3C (101
MHz, CDCls): & 177,03, 171,66, 143,89, 129,29, 74,95, 56,16, 45,64, 42,00, 41,30, 36,09, 35,00, 34,92, 34,49, 32,25,
32,01, 29,28, 28,87, 27,00, 26,54, 23,31, 20,72, 17,03. Espectro IR (CHCI3): 1717, 1726 (C=0, COOH); 1578 (C=C).
EM (ESI) m/z: 397,3 (100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C23H3404Na (M+Na) calculado: 397,23493; hallado:
397,23484.

Ejemplo 22: Acido 3-(((3R,5R,8R,9S5,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-
tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (65)

El compuesto 65 se prepard de acuerdo con el procedimiento general Ill - preparaciéon de hemimalonato en C-3 a
partir del compuesto 63 (102 mg, 0,37 mmol). La cromatografia en gel de silice (25 % de acetato de etilo en éter de
petroleo) dio (102 mg, 76 %) del derivado 65: pf 156,7-157,8 °C (acetona/n-heptano), [a]p?° +30,4 (c 0,31, CHCI3).
RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,74 (3H, s, H-18), 0,98 (3H, s, H-19), 3,42 (2H, s, H-2), 4,84 (1H, tt, J1 = 11,3, J» =
4,8, H-3), 5,69 (1H, ddd, J: = 5,6, J. = 2,9, J5 = 1,4, H-17), 5,83 (1H, m, H-16). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 169,06,
167,78, 143,84, 129,29, 76,90, 56,13, 45,64, 42,00, 41,32, 40,08, 36,06, 34,90 (2 x C), 34,48, 32,05, 31,99, 26,95,
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26,51, 26,38, 23,27, 20,73, 17,03. Espectro IR (CHCI3): 1760, 1735, 1719 (C=0); 1587 (C=C). EM (ESI) m/z: 383,2
(100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para Cx2H3204Na (M+Na) calculado: 383,2193; hallado: 383,2192.

Ejemplo 23: (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-Dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
ol (66)

Se afiadié hidruro de sodio (60 % en aceite de parafina, 80 mg, 1,7 mmol) a una solucion de bromuro de
metiltrifenilfosfonio (619 mg, 1,73 mmol) en dimetil sulféxido sedado (4 ml) bajo una atmdsfera inerte de nitrogeno y
la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Entonces, se afiadié una solucion de 17-oxo-
5beta-androstan-3alfa-ol 47 (100 mg, 0,34 mmol) en tetrahidrofurano secado (3 ml) y después de agitar durante 1,5
h a 70 °C, se afiadié una solucion acuosa del cloruro de amonio. El producto se extrajo en cloroformo (2 x 20 ml), los
extractos organicos combinados se lavaron con solucidon acuosa saturada de cloruro de sodio y se secaron sobre
sulfato de sodio anhidro. Los disolventes se evaporaron con presion reducida y el residuo se purificé mediante
cromatografia en capa fina preparativa (eluido con el 40 % de éter en éter de petréleo) proporcionando compuesto
66 (90 mg, 90 %): pf 147-149 °C (acetona/n-heptano), [a]p?® +30,5 (c 0,22, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCls): &
0,75 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 2,22 (1H, dtt, J1 = 17,7, J> = 8,8, J3 = 2, Hs-16), 2,47 (1H, dddd, J; = 16,9, J> =
10, J3 = 4,4, Js = 2,2, Hp-16), 3,62 (1H, m, H-3), 4,50-4,62 (2H, m, =CH). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): d 162,07 (C-
17), 100,79 (C-20), 71,97 (C-3), 54,63, 44,34, 42,32, 40,89, 36,59, 36,04, 35,97, 35,57, 34,88, 30,69, 29,60, 27,28,
26,51, 24,32, 23,53, 20,86, 18,66. Espectro IR (CHCI3): 3609, 3451, 1031 (OH); 1653 (C=C). EM (ESI) m/z: 311,3
(100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para CxH320ONa (M+Na) calculado: 311,2345, hallado: 311,2344.

Ejemplo 24: Acido 3-(((3R,5R,8R,95,10S,13S5,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclo-
penta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (67)

El compuesto 67 se prepard de acuerdo con el procedimiento general Ill - preparaciéon de hemimalonato en C-3 a
partir del compuesto 66 (200 mg, 0,69 mmol). La cromatografia en gel de silice (1-10 % de acetona en éter de
petroleo) dio el compuesto 67 (239 mg, 92 %): pf 109-111 °C (acetona/n-heptano), [a]o?® +49,5 (¢ 0,31, CHCI3).
RMN-'H (400 MHz, CDCls): 8 0,76 (3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 2,23 (1H, m, H-16a), 2,48 (1H, m, H-16b), 3,40
(2H, s, COCH:CO), 4,62 (2H, m, =CH_), 4,83 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 169,29 (COOH), 167,84
(CO0), 161,96 (C-17), 100,87 (C-20), 76,87 (C-3), 54,63, 44,34, 42,14, 40,93, 40,30, 36,01, 35,92, 35,15, 34,90,
32,13, 29,61, 27,06, 26,56, 26,38, 24,31, 23,44, 20,91, 18,67. Espectro IR (CHCIs): 3510 (OH, COOH, monémero);
3120 (OH, COOH, dimero); 3069, 1654, 885 (=CH); 1778 (C=0, COOH, monémero); 1716 (C=0, COOH,
mondémero). EM (ESI) m/z: 397,3 (100 %, M + Na), 771,6 (10 %, 2M + Na). Para C23H3404 (374,5) calculado: 73,76
% de C, 9,15 % de H; hallado: 72,74 % de C, 9,37 % de H.

Ejemplo 25: Acido 4-(((3R,5R,8R,95,10S5,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-4-oxobutanoico (68)

El compuesto 68 se prepard de acuerdo con el procedimiento general Il - preparacion de hemisuccinato en C-3 a
partir del compuesto 66 (200 mg, 0,69 mmol). La cromatografia en gel de silice (10 % de acetona en éter de
petroleo) dio el compuesto 68 (265 mg, 99 %) como una espuma sdlida: [a]p? +54,5 (¢ 0,30, CHCIl3). RMN-"H (400
MHz, CDCIs): 8 0,76 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 2,23 (1H, m, H-16a), 2,47 (1H, m, H-16b), 2,56-2,68 (4H, m,
OCCH,CH,CO), 4,61 (2H, m, =CHy), 4,74 (1H, m, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCl3): & 177,61 (COOH), 171,81
(CO0), 162,03 (C-17), 100,82 (C-20), 75,09 (C-3), 54,66, 44,35, 42,15, 40,91, 36,04, 35,94, 35,25, 34,91, 32,32,
29,62, 29,44, 29,11, 27,11, 26,71, 26,41, 24,32, 23,48, 20,90, 18,67. Espectro IR (CHCI3): 3516 (COOH, monémero),
3100 (COOH, dimero), 1754 (C=0, COOH, mondémero), 1717 (C=0, COOH, dimero). EM (ESI) m/z: 411,2 (100 %, M
+ Na). Para Cx4H3604 (388,5) calculado: 74,19 % de C, 9,34 % de H; hallado: 73,97 % de C, 9,38 % de H.

Ejemplo 26: Acido 5-(((3R,5R,8R,95,10S5,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-5-oxopentanoico (69)

El compuesto 69 se preparé de acuerdo con el procedimiento general IV - preparacion de hemiglutarato en C-3 a
partir del compuesto 66 (200 mg, 0,6 mmol). La cromatografia en gel de silice (10 % de éter en éter de petroleo) dio
un sélido blanco que cristalizo en acetona/agua dando el hemiéster 69 deseado (134 mg, 53 %): pf 84-86 °C, [a]p%°
+52,3 (c 0,17, CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 0,76 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 2,16-2,28 (2H, m, H-16a,
H-16b), 2,35-2,43 (4H, m, &cido glutarico, 4,58-4,65 (2H, m, =CHy), 4,74 (1H, tt, J; = 11,3, J> = 4,7, H-3). RMN-"*C
(101 MHz, CDCls): 6 178,33 (COOH), 172,38 (COO0), 161,87 (C-17), 100,66 (C-20), 74,48 (C-3), 54,49, 44,19, 42,00,
40,75, 35,87, 35,78, 35,11, 34,76, 33,59, 32,90, 32,26, 29,46, 26,95, 26,64, 26,25, 24,16, 23,33, 20,74, 19,94, 18,51.
Espectro IR (CHCI3): 3517 (OH, COOH, mondémero); 3069, 1654 (=CH,); 2675 (OH, COOH, dimero); 1756 (C=0,
COOH, mondémero); 1713 (C=0, COOH, dimero); 1722 (C=0, éster). EM (ESI) m/z: 425,2 (100 %, M + Na). HR-EM
(ESI) m/z: Para C35H3s04Na (M+Na) calculado: 425,2662; hallado: 425,2662. Para CsH3804 (402,6) calculado: 74,59
% de C, 9,51 % de H; hallado: 74,31 % de C, 9,82 % de H.
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Ejemplo 27: Cloruro de 2-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-N,N,N-trimetil-2-oxoetano-1-amonio (76)

A una solucién de betaina (trimetil glicina, secada durante la noche a 50 °C, 255 mg, 1,6 mmol) en diclorometano
secado se afiadié cloruro de acido oxalico (2,06 ml, 24 mmol) y N,N'-dimetilformamida (4 gotas). La mezcla de
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Entonces, los disolventes se evaporaron con presion
reducida y el residuo se traté con nitrometano secado (6 ml), piridina secada (0,3 ml) y el hidroxiderivado 66 (160
mg, 0,55 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche y entonces, se vertid en
agua y se acidificé con acido clorhidrico diluido (5 %) hasta pH-4. El producto se extrajo en benceno. El extracto de
benceno se secd sobre sulfato de magnesio anhidro y el disolvente se evaporé con presion reducida. La doble
cristalizacion (cloroformo/n-heptano) proporcioné sal de amonio cuaternario 76 (136 mg, 57 %): pf 175-177 °C, [a]p®®
+43,3 (c 0,24, CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CD30D): 6 0,76 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,65 (9H, s a, N(CHj3)3),
4,62 (2H, d, J1 = 7,3, =CH,), 4,80 (1H, tt, J1 = 11,1, J2 = 4,6, H-3), 4,88 (1H, s, H-2'). RMN-"C (101 MHz, CDCls): &
164,39, 161,84, 102,93, 100,91, 78,00, 63,48, 54,41, 44,31, 42,18, 40,86, 35,90, 35,10, 34,87, 32,16, 29,60, 27,03,
26,57, 26,30, 24,30, 23,39, 20,90, 18,68. Espectro IR (CHCIs): 3070, 1654, 1416 (C=CH.); 2960 (N(CHs)s); 1743
(C=0); 1258 (C-O). EM (ESI) m/z: 388,3 (100%, M - ClI), 389,3 (30%, M - ClI + 1). HR-EM (ESI) m/z: Para C2sH42NO2
(M-CI) calculado: 388,3210, hallado: 388,3209.

Ejemplo 28: 3-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,Z)-17-Etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ol (82)

El hidroxiderivado 82 se preparé de acuerdo con la bibliografia (Chem. Pharm. Bull., 31, 3819-3828, (1983)).

Ejemplo 29: Acido 3-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,2)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (83)

El compuesto 83 se prepard de acuerdo con el procedimiento general Ill - preparacién de hemimalonato en C-3 a
partir del compuesto 82 (200 mg, 0,66 mmol). La cromatografia en gel de silice (1-10 % de acetona en éter de
petroleo) dio el compuesto 83 (239 mg, 92 %): pf 126-128 °C (acetona/éter de petréleo), [a]p?° +24,0 (c 0,55, CHCl3).
RMN-'H (400 MHz, CDCls): 8 0,86 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 1,64 (3H, dt, J1 = 7,1, J> = 2,0, H-21), 3,41 (1H,
s, H-2'), 4,84 (1H, m, H-3), 5,12 (1H, qt, J1 = 7,2, J> = 2,1, H-20). RMN-"3C (101 MHz, CDCl5): 5 179,31 (COOH),
171,59 (COO), 150,42 (C-17), 113,45 (C-20), 76,94 (C-3), 56,42, 44,59, 41,87, 40,60, 37,50, 35,49, 35,05, 34,80,
32,13, 31,64, 29,03, 27,09, 26,58, 26,33, 24,54, 23,39, 21,19, 17,03, 13,25. Espectro IR (CHCI3): 3516 (COOH,
monomero), 3114 (COOH, dimero), 1751 (C=0, COOH, monémero), 1726 (C=0), 1717 (C=0, COOH, dimero). EM
(ESI) m/z: 425,3 (100 %, M + Na). Para C2s5H3804 (402,5) calculado: 74,59 % de C, 9,51 % de H; hallado: 74,68 % de
C, 9,42 % de H.

Ejemplo 30: Acido 5-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,2)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-5-oxopentanoico (85)

El compuesto 85 se prepar6é de acuerdo con el procedimiento general IV - preparacion de hemiglutarato en C-3 a
partir del compuesto 82 (150 mg, 0,49 mmol). La cromatografia en gel de silice (5-20 % de acetona en éter de
petroleo) dio el compuesto 85 (178 mg, 86 %): pf 100-103 °C (acetona), [0]p?° +57,3 (¢ 0,39, CHCIl3). RMN-"H (400
MHz, CDClz): 6 0,85 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 1,64 (3H, dt, J1 = 7,1, J> = 1,9, H-21), 2,34-2,44 (4H, m,
hemiglutarato), 4,74 (1H, m, H-3), 5,11 (1H, qt, J1 = 7,0, J> = 1,9, H-20). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): 5 178,19
(COOH), 172,55 (COO), 150,50 (C-17), 113,39 (C-20), 74,67 (C-3), 56,44, 44,59, 42,08, 40,69, 37,53, 35,51, 35,17,
34,82, 33,77, 33,04, 32,41, 31,66, 27,14, 26,82, 26,36, 24,55, 23,44, 21,19, 20,12, 17,03, 13,25. Espectro IR
(CHCl3): 3517 (OH, COOH, mondémero), 3116 (COOH, dimero), 1747 (C=0O, COOH, mondmero), 1722 (C=0), 1713
(C=0, COOH, dimero). EM (ESI) m/z: 439,2 (100 %, M + Na), 855,5 (5 %, 2M + Na). Para CzsH004 (416,6)
calculado: 74,96 % de C, 9,68 % de H; hallado: 74,77 % de C, 9,72 % de H.

Ejemplo 31: (3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,17R)-10,13-Dimetil-17-(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ol (87)

El compuesto 87 se prepard de acuerdo con el procedimiento general VIl - reaccion de Wittig usando n-butil litio a
partir de 3alfa,5beta-pregnan-20-ona 86 (1 g, 3,13 mmol). La cromatografia en gel de silice (10 % de acetato de etilo
en éter de petrdleo) dio compuesto 87 (760 mg, 76 %): pf 149-151 °C (acetona/n-heptano), [a]p?® +16,6 (c 0,39,
CHCl3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 0,54 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 1,75 (3H, s, H-21), 2,02 (1H, t, J = 9,1,
H-17), 3,62 (1H, m, H-3), 4,69 (1H, s, H-22a), 4,83 (1H, s, H-22b). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 145,86 (C-20),
110,78 (=CH,), 71,99 (C-3), 57,57 (C-17), 56,49 (C-14), 43,58, 42,31, 40,83, 39,25, 36,65, 36,39, 35,56, 34,80,
30,72, 27,34, 26,57, 25,67, 24,78, 24,36, 23,54, 21,04, 13,00. Espectro IR (CHCIz): 3609, 3447, 1033 (OH); 3085,
1639 (=CHy); 1376 (metil). EM (ESI) m/z: 339,2 (100 %, M + Na). Para C22H3s0 (316,5) calculado: 83,48 % de C,
11,46 % de H; hallado: 83,49 % de C, 11,55 % de H.
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Ejemplo 32: Acido 3-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,17R)-10,13-dimetil-17-(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (88)

El compuesto 88 se prepard de acuerdo con el procedimiento general VIII - preparacion de hemimalonato en C-3 a
partir del compuesto 87 (1 g, 3,13 mmol). La cromatografia en gel de silice (10 % de acetato de etilo en éter de
petroleo) dio el compuesto 88 (760 mg, 76 %): pf 147,7-148,3 °C (acetona/n-heptano), [a]p?° +37,9 (c 0,23, CHCI).
RMN-'H (400 MHz, CDCls): 0,55 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 1,75 (3H, s, H-21), 2,03 (1H, t, J = 9,2, H-17),
3,36-3,47 (2H, m, OCCH:CO), 4,70 (1H, s, =CH,), 4,79-4,91 (2H, m, H-3, =CH). RMN-3C (101 MHz, CDCls): &
168,86 (COOH), 168,03 (COO), 145,84 (C-20), 110,88 (=CH>), 76,98 (C-3), 57,57 (C-17), 56,44 (C-14), 43,59, 42,11,
40,83, 40,20, 39,18, 36,32, 35,11, 34,81, 32,15, 27,11, 26,58, 26,44, 25,65, 24,80, 24,33, 23,46, 21,06, 13,02.
Espectro IR (CHCI3): 3599 (OH, COOH, monémero), 3128 (OH, COOH, dimero), 1761 (C=0O, COOH, monémero),
1718 (C=0, COOH, dimero), 1638 (=CHy). EM (ESI) m/z: 425,3 (100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para
C2sH3s04Na (M+Na) calculado: 425,2662; hallado: 420,2700. Para CysH3s04 (402,3) calculado: 74,59 % de C, 9,51
% de H; hallado: 74,32 % de C, 9,43 % de H.

Ejemplo 33: 3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,17S)-17-yodo-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (93)

El compuesto 93 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general | - preparacion de sulfato en C-3 a partir del
compuesto 92 (3alfa-hidroxi-5beta-17beta-yodoandrostano, 255 mg, 0,63 mmol) proporcionando sulfato 93 (298 mg,
72%): pf 118-120 °C, [a]p?® +58,5 (¢ 0,39, CHCI3/MeOH, (1,94:0,20). RMN-'H (400 MHz, CDCl3): 8 0,79 (3H, s, H-
18), 0,92 (3H, s, H-19), 3,76 (1H, t, J, 9,4, H-17q), 4,39 (1H, tt, J; = 11,0, J» = 5,0, H-3), 7,32 (2H, ddd, J1 = 7,6, J» =
4,3, J3=1,5, H-2' y H-4', piridinio), 7,72 (1H, tt, J1 = 7,7, J> = 1,8, H-3', piridinio), 8,64 (2H, dt, J1 =4,6, J» = 1,7, H-1'y
H-5', piridinio). RMN-'3C (101 MHz, CDCl;) & 149,64 (C-1'y C-5', piridinio), 136,45 (C-3', piridinio), 128,63 (C-2'y C-
4', piridinio), 78,88, 50,15, 46,46, 44,29, 42,33, 42,12, 40,61, 37,22, 35,55, 34,73, 34,43, 33,45, 27,92, 27,04, 26,47,
25,56, 23,19, 20,58, 17,03. Espectro IR (CHCI3): 3434, 3608 (OH); 1385 (CHs); 1027, 1034 (C-O). EM (ESI) m/z:
381,2 (100%, M - H - piridina). HR-EM (ESI) m/z: Para C19H3004IS calculado: 481,0904; hallado: 481,0908.

Ejemplo 34: 3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-17,17-difluoro-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (95)

El compuesto 95 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general | - preparacion de sulfato en C-3 a partir del
compuesto 94 (86 mg, 0,28 mmol) proporcionando compuesto 95 (96 mg, 73%): pf 185-187 °C, [a]p?® +12,5 (c 0,28,
CHCI3/MeOH, 1,97:0,04). RMN-'H (400 MHz, CDCl;): & 0,84 (3H, s, H-19), 0,92 (3H, s, H-19),), 4,46 (1H, tt, Js =
10,8, J> = 5,1, H-3), 8,09-7,99 (2H, m, H-2'y H-4', piridinio), 8,44-8,51 (1H, m, H-3', piridinio), 7,96-8,02 (2H, m, H-1'y
H-5', piridinio). RMN-'3C (101 MHz, CDCl; y MeOH): & 145,84 (C-1'y C-5', piridinio), 142,42 (C-3', piridinio), 127,27
(C-2'y C-4', piridinio), 79,51, 58,64, 49,62, 42,23, 40,48, 35,72, 35,45, 34,70, 33,44, 33,09, 29,23, 27,87, 26,89,
25,69, 23,34, 22,44, 20,06, 18,56, 13,46. Espectro IR (CHCI3): 1350, 1121 (CFy); 1247, 1168, 973, 947 (OSO3). EM
(ESI) miz: 391,2 (100 %, M - 1 - piridina). HR-EM (ESI) m/z: Para C1gH29F2S calculado 391,1760; hallado 391,1757.

Ejemplo 35: (3R,5R,8R,9S5,10S,13S,14S,17S)-10,13-Dimetilhexadecahidroespiro[ciclopenta[a]fenantren-17,2'-
oxiran]-3-ol (96)

Se afadieron terc-butéxido de potasio (267 mg, 2,38 mmol) y yoduro de trimetilsulfonio (486 mg, 2,38 mmol) de una
vez todos a una soluciéon de 5beta-androstan-3alfa-ol (47, 346 mg, 1,19 mmol) en N,N-dimetilformamida secada (6
ml) bajo atmosfera inerte. La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Entonces, una
soluciéon acuosa saturada de cloruro de sodio se afiadié y el producto se extrajo con cloroformo (3 x 30 ml). Los
extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con
presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna (0-15 % de acetato de etilo en éter de
petroleo) dando el compuesto 96 (284 mg, 78 %): pf 149 - 150 °C (éter/éter de petroleo). RMN-'H (400 MHz, CDCls):
6 0,85 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 2,60 (1H, d, J = 5,1, H-20a), 2,89 (1H, d, J = 5,1, H-20b), 3,63 (1H, m, H-3).
RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 71,84 (C-3), 70,71 (C-17), 53,72 (C-20), 53,05 (C-14), 42,23, 40,79, 40,38, 36,55,
36,15, 35,53, 34,84, 34,32, 30,66, 29,28, 27,18, 26,08, 23,70, 23,45, 20,34, 14,48. HR-EM (ESI) m/z: Para
C20H3202Na (M+Na) calculado: 327,2294; hallado: 327,2293.

Ejemplo 36: 3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,17S)-10,13-dimetilhexadecahidroespiro-
[ciclopenta[a]fenantren-17,2'-oxiran]-3-ilo (97)

El compuesto 97 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general | - preparacion de sulfato en C-3 a partir del
compuesto 96 (50 mg, 0,16 mmol) proporcionando compuesto 97 (36 mg, 47 %) como una espuma: [a]p?® +8,5 (c
0,14, CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): 5 0,83 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 2,64 (1H, d, J = 9,3, H-20a), 3,40
(1H, d, J= 10,5, H-20b), 4,43 (1H, m, H-3), 7,57 (2H, ddd, J; = 7,6, J. = 6,1, J3 = 1,4, H-2', H-4', piridinio), 7,99 (1H,
tt, J1=7,7, J» = 1,8, H-3', piridinio), 8,75 (2H, d, J = 4,6, H-1', H-5', piridinio). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): 5 83,60 (C-
17), 71,83 (C-3), 58,54 (CH2N3), 51,52, 46,19, 42,12, 40,64, 36,69, 36,50, 35,49, 34,99, 34,80, 32,35, 30,62, 27,15,
26,34, 23,72, 23,43, 20,50, 14,30. Espectro IR (CHCIs): 3140, 3093; 1638 (piridinio); 1252, 1147 (SOs). EM (ESI)
m/z: 383,3 (40 %, M - H - piridina). HR-EM (ESI) m/z: Para CxH3105S (M-H-piridina) calculado: 383,1897; hallado:
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383,1895.

Ejemplo 37: (3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,17S)-17-(Azidometil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3,17-diol (98)

Una solucién del compuesto 96 (560 mg, 1,83 mmol), azida sédica (341 mg, 5,68 mmol) y cloruro de amonio (341
mg, 6,37 mmol) en etanol (28 ml) y agua (5,6 ml) se calent6 a 90 °C durante la noche. Entonces se afiadi6 agua, el
etanol se evapor6 y el producto se extrajo con cloroformo (2 x 50 ml). Los extractos organicos combinados se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con presion reducida. El residuo aceitoso
mediante cromatografia en columna en gel de silice (30 % de éter en éter de petréleo) dio 500 mg (78 %) de una
espuma solida blanca 98: [a]p?° 0,0 (c 0,11, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCls): 6 0,86 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-
19), 3,26 (1H, d, J = 12, Ha-CH2Ns), 3,54 (1H, d, J = 12, H,-CH2N3), 3,63 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): &
83,60 (C-17), 71,83 (C-3), 58,54 (CH2N3), 51,52, 46,19, RMN-3C (100 MHz, CDCls): & 71,84 (C-3), 70,71 (C-17),
53,72 (C-20), 53,05 (C-14), 42,23, 40,79, 40,38, 36,55, 36,15, 35,53, 34,84, 34,32, 30,66, 29,28, 27,18, 26,08, 23,70,
23,45, 20,34, 14,48. Espectro IR (CHCIz): 3613, 1037 (3a-OH); 3562, 1116 (173-OH); 2106 (azida). EM ESI m/z:
370,2 (100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C20H3302N3sNa (M+Na) calculado: 370,2465; hallado: 370,2464.

Ejemplo 38: (4bR,6aR,8R,10aS,10bS,12aS)-8-Hidroxi-10a,12a-dimetilhexadecahidrocrisen-1(2H)-ona (99)

Se afiadié yoduro de sodio (948 mg, 6,3 mmol) a una solucion del compuesto 98 (220 mg, 0,63 mmol) en acetonitrilo
secado (10 ml). Entonces se afiadio cloruro de trimetilsililo (0,8 ml, 26,6 mmol) gota a gota bajo atmédsfera inerte. La
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente y el avance de la reaccién se controlé mediante CCF. Después
de la conversion completa, se afiadio acido clorhidrico diluido (5 %, 10 ml). El producto se extrajo con cloroformo (2
x 40 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con solucion de sulfito de sodio, solucién acuosa saturada
de cloruro de sodio, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con presién reducida.
El residuo amarillento se cromatografié en gel de silice (30 % de éter en éter de petréleo) dando 140 mg (73 %) de
99: pf 201-201 °C (éter/éter de petroleo), [a]p?® -23,6 (¢ 0,12, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDClz): 8 0,91 (3H, s, H-
18), 1,06 (3H, s, H-19), 2,04 (1H, m, H-16a), 2,19 (1H, m, H-17a), 2,61 (1H, td, J; = 14,0 J, = 6,8, H-17b), 3,61 (1H,
m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): 216,70 (C-17a), 71,86 (C-3), 51,73, 48,53, 41,71, 39,88, 37,34, 36,36, 35,68,
35,09, 35,00, 32,79, 30,74, 27,27, 26,11, 25,93, 23,49, 23,16, 19,87, 17,06. Espectro IR (CHCIs): 3609, 1037 (OH);
1698 (C=0). EM ESI m/z: 327,2 (100 %, M + Na), 631,5 (15 %, 2M + Na). Para C2H3202 (304,4) calculado: 78,90 %
de C, 10,59 % de H; hallado: 78,55 % de C, 10,49 % de H.

Ejemplo 39: (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a,6a-Dimetiloctadecahidrocrisen-2-ol (100)

El compuesto 100 se prepard a partir del compuesto 99 (110 mg, 0,36 mmol) de manera analoga a la preparacion
del compuesto 48. La cromatografia del residuo en gel de silice (30 % de éter en éter de petréleo) dio 100 (68 mg,
65 %): pf 187-189 °C (acetona/n-heptano), [a]o?® +17,1 (c 0,20, CHCI;). RMN-"H (400 MHz, CDCls): 0,78 (3H, s, H-
18), 0,89 (3H, s, H-19), 3,62 (1H, m, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCl3): & 72,07 (C-3), 51,26, 42,54, 42,45, 42,00,
40,77, 36,52, 36,03, 35,20, 35,09, 33,77, 30,77, 27,45, 27,39, 25,53, 24,23, 23,62, 21,66, 20,38, 17,09. Espectro IR
(CHCIs): 3609, 3447, 1031 (OH). EM ESI m/z: 313,3 (100 %, M + Na). Para CxH3z4O (290,4) calculado: 82,69 % de
C, 11,80 % de H; hallado: 82,42 % de C, 11,71 % de H.

Ejemplo 40: 2-Sulfato de piridinio (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a,6a-dimetiloctadecahidrocrisen-2-ilo
(101)

El compuesto 101 se preparé de acuerdo con el procedimiento general | - preparacion de sulfato en C-3 a partir del
compuesto 100 (30 mg, 0,10 mmol) proporcionando sulfato 101 (43 mg, 93 %): pf 173-174 °C, [a]p?° +20,4 (c 0,27,
CHCI3).RMN-"H (400 MHz, CDCl3): & 0,76 (3H, s, H-18), 0,87 (3H, s, H-19), 4,45 (1H, m, H-3), 8,00 (2H, m, H-2', H-
4', piridinio), 8,48 (1H, t, J = 7,8, H-3', piridinio), 8,98 (2H, d, J = 5,5, H-1', H-5', piridinio). RMN-'3C (101 MHz, CDCl5):
0 145,87 (C-1', C-5'), 142,38 (C-3'), 127,32 (C-2', C-4"), 79,82 (C-3), 51,28, 42,52, 42,45, 42,02, 40,67, 35,95, 35,13,
34,97, 33,75, 33,34, 27,92, 27,3, 27,22, 25,45, 24,20, 23,53, 21,63, 20,34, 17,07. IR (CHCI3): 3139, 3100, 1637, 1490
(piridinio); 1263, 1238, 1235, 1043 (SO3). EM ESI m/z: 369,3 (100 %, M - H - piridina). HR-EM (ESI) m/z: Para
C20H3304S (100 %, M-H-piridina) calculado: 369,2105; hallado: 369,2103.

Ejemplo 41: 1-((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a-Dimetiloctadecahidrocrisen-2-il)-N-(terc-butoxicarbonil)-L-
glutamato de 5-bencilo (105)

Una solucion de diciclohexilcarbodiimida (1 M, benceno, 1 ml) se afiadié a una solucién agitada del compuesto 100
(200 mg, 0,68 mmol), 4-(N,N-dimetilamino)piridina (8,5 mg, 0,068 mmol) y acido 5-bencil-N-benciloxicarbonil-L-
glutamico (Boc-Glu(OBzl)-OH, 255 mg, 0,75 mmol) en benceno secado (15 ml) y la mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente bajo atmoésfera inerte durante 5 h. Entonces, los solidos se separaron por filtracion y se
lavaron con benceno seco. La mezcla de reaccién se concentré (aproximadamente 2/3 del volumen), se anadio
solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y el producto se extrajo en cloroformo (2 x 50 ml). Los extractos
organicos combinados se lavaron con solucién acuosa saturada de cloruro de sodio y se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro. La cromatografia en gel de silice (3 % de acetona en éter de petréleo) dio el compuesto 105 aceitoso
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(375 mg, 89 %): [a]p®® +17,5 (c 0,19, CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCl5): & 0,78 (3H, s, H-18), 0,90 (3H, s, H-19),
1,43 (9H, s, t-butil), 2,15-2,25 (1H, m, H-3'), 2,37-2,52 (2H, m, H-4"), 4,28 (1H, m, H-2"), 4,76 (1H, m, H-3), 5,10 (3H,
m, NH, OCH_Ph), 7,35 (5H, m, OCHzPh). RMN-'3C (101 MHz, CDCl3): 172,77 (C-1', C-5'), 156,15 (NHCO), 135,97
(C-1', bencil), 128,72 (C-2", C-6", bencil), 128,42 (C-4", bencil), 128,35 (C-3", C-5", bencil), 80,06 (OCMes), 76,04 (C-
3), 66,62 (OCH2Ph), 53,23, 51,15, 42,51, 42,34, 41,81, 40,72, 35,97, 35,08, 34,77, 33,78, 32,15, 30,49, 28,48 (3 x C,
OCMes), 28,16, 27,44, 27,17, 26,72, 25,39, 24,21, 23,54, 21,65, 20,40, 17,09. Espectro IR (CHCIs): 3436, 1713 (NH-
Boc); 3092, 3068, 1454 (bencil); 1730 (C=0); 1467, 1368, 1381, 1392 (Boc). EM (ESI) m/z: 632,4 (100 %, M + Na),
1242,6 (5 %, 2M + 1). Para C37Hs5NOg (609,8) calculado: 72,87 % de C, 9,09 % de H, 2,30 % de N; hallado: 73,15 %
de C, 9,22 % de H, 2,15 % de N.

Ejemplo 42: Acido (4S)-4-amino-5-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a-dimetiloctadecahidrocrisen-2-il)oxi)-5-
oxopentanoico (106)

Una solucién del derivado de esteroide protegido 105 (118 mg, 0,19 mmol) en metanol (5 ml) se agité en presencia
de un catalizador de paladio sobre carbén activado (Pd/C, 10 %, 5 mg) con ligera presion positiva de hidrégeno a
temperatura ambiente. La reaccion se siguié mediante cromatografia de capa fina (éter de petréleo/acetona, 1:1).
Después de 1,5 h, el catalizador se separ6 por filtracion en una columna corta de gel de silice y se lavo con
cloroformo. Las fracciones organicas combinadas se concentraron. La cromatografia en gel de silice (10 % de
acetona en éter de petroleo) dio el producto protegido con terc-butiloxicarbonilo (62 mg, 62 %). El residuo aceitoso
se disolvio en acido trifluoroacético concentrado (1 ml) y la soluciéon se dejo reposar a temperatura ambiente durante
15 min. Entonces se eliminé el acido clorhidrico mediante soplado de un flujo de nitrégeno. Al residuo se afiadié una
mezcla de piridina/metanol (0,5:4,5 ml) y la mezcla resultante se afiadié gota a gota a una mezcla de hielo y agua (5
ml). Después de 5 h, se separd por filtracion el precipitado blanco y se secé a 50 °C durante la noche
proporcionando el compuesto 106 (34 mg, 68 %): pf 162 - 165 °C (metanol), [a]p?® +20,7 (c 0,26, CHCl3/MeOH,
1,80:0,04). RMN-"H (400 MHz, CDCls/MeOH): & 0,72 (3H, s, H-18), 0,85 (3H, s, H-19), 2,41 (2H, m, H-3', H-4'), 3,68
(1H, m, H-2'), 4,75 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCls/MeOH): & 177,55 (COOH), 171,27 (COO), 76,71 (C-3),
53,42, 50,95, 42,22, 42,06, 41,59, 40,54, 35,72, 34,82, 34,43, 33,49, 33,27, 31,83, 27,47, 27,14, 26,92, 26,42, 25,15,
23,94, 23,18, 21,33, 20,12, 16,73. Espectro IR (CHCIs): 2650, 2170, 1610 (NHs*); 1743 (C=0); 1571 (COO"). EM
(ESI) m/z: 418,3 (100%, M - H), 837,5 (40%, 2M - H). HR-EM (ESI) m/z: Para C25H4oNO4 (M-H) calculado: 418,2962;
hallado: 418,2959.

Ejemplo 43: 1-((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S)-3-(Metoximetoxi)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-17(2H,10H,14H)iliden)-2-(tosiloxi)hidrazina (108)

A una solucion de 3alfa-metoxi-5beta-andostan-17-ona 107 (1,00 g, 3 mmol) y tosil hidrazida (1,63 g, 8,5 mmol) en
metanol secado (70 ml) se afiadié tamiz molecular en polvo (40 de malla, 2 g). La mezcla se llevd a reflujo mientras
se agitaba bajo atmosfera inerte durante 72 h. El avance de la reaccién se controlé mediante CCF, usando éter de
petréleo/acetona, 4:1. La mezcla de reaccion se enfrio hasta temperatura ambiente y se separ6 por filtracion. El
filtrado se concentrdé con presion reducida. El residuo se disolvio en tolueno (100 ml), el precipitado se separd por
filtracion y el filtrado se evaporé con presion reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo. La solucion se lavo
con bicarbonato de sodio acuoso saturado (3 x 25 ml), salmuera (25 ml) y se secé sobre sulfato de sodio anhidro.
Los disolventes se evaporaron con presion reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en columna en
gel de silice (15 % de acetato de etilo en éter de petréleo) proporcionando 1,05 g de hidrazona 108 (67,4 %): pf 97,4-
99,5 °C, [a]p®® +44,2 (¢ 0,33, CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCl3): & 0,82 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 2,43 (3H,
s, Tos), 3,36 (3H, s, H-2', MOM), 3,52 (1H, m, H-3), 4,67 (2H, s, H-1', MOM) 7,29 (2H, m, H-2" y H-4", Tos), 7,81 (2H,
d, J = 8,3, H-1" y H-5", Tos). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 129,49, 128,64, 128,02, 125,96, 94,62, 55,16, 53,29,
41,95, 40,58, 35,32, 35,23, 34,85, 33,53, 31,76, 27,69, 26,91, 25,83, 25,34, 23,25, 21,82, 21,64, 20,15, 20,09, 19,79,
16,65, 13,69. Espectro IR (CHCIs): 2938 (CHy); 1659 (C=N); 1167 (SO3s); 1045, 1036 (COCOC). EM (ESI) m/z: 503,2
(10 %, M - CHg). Para Czs H42N20sS (518,7) calculado: 64,84 % de C, 8,16 % de H, 5,40 % de N; hallado: 65,17 %
de C, 8,50 % de H, 5,08 % de N.

Ejemplo 44: (3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-3-(Metoximetoxi)-10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-
tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantreno (109)

Se enfrio tosilhidrazona 108 (1 g, 1,93 mmol) en tetrahidrofurano secado (30 ml) hasta 0 °C y mientras se agitaba se
afnadié metil-litio (14 ml, 1,6 M de éter) bajo atmdsfera inerte. La reaccion se agitd durante 2 h a 0 °C, durante la
noche a temperatura ambiente. La mezcla se volvié a enfriar entonces hasta 0 °C y se extinguié con agua (50 ml). El
producto se extrajo en acetato de etilo (3 x 25 ml), los extractos organicos combinados se lavaron con acido citrico
acuoso (5 %, 30 ml), solucién acuosa saturada de cloruro de sodio y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. Los
disolventes se evaporaron con presion reducida. El residuo (880 mg) se purificd mediante cromatografia en columna
en gel de silice (1 % de acetona en éter de petrdleo) proporcionando 606,4 mg (98 %) de olefina de no cristalizacion
109: [a]p?° +20,2 (c 0,35, CHCIls). RMN-"H (400 MHz, CDCl3): 5 0,74 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,37 (3H, s, H-
2' MOM), 3,53 (1H, tt, J1 = 11,2, J» = 4,7, H-3), 4,69 (2H, s, H-1', MOM), 5,67 (1H, ddd, J1 = 5,8, J> = 3,0, J3 = 1,5, H-
16), 5,83 (1H, ddd, Ji= 5,8, J> = 2,5, J3 = 1,1, H-16). RMN-'3C (101 MHz, CDCl3): 5 144,08 (C-17), 129,45 (C-16),
94,75 (O-C-0), 77,01 (C-3), 56,33, 55,31, 45,81, 42,44, 41,44, 36,27, 35,52, 35,21, 34,68, 33,82, 32,19, 27,84,
27,39, 26,76, 23,56, 20,86, 17,19. Espectro IR (CHCI3): 3049 (C=C); 2935 (CH,); 1047, 1036 (COCOC). EM (ESI)
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m/z: 341,4 (100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C21H3402Na (M+Na) calculado: 341,2451; hallado: 341,2452.
Para Cz1H340; (318,5) calculado: 79,19 % de C, 10,76 % de H; hallado: 79,29 % de C, 10,85 % de H.

Ejemplo 45: (3R,5R,8S,9S5,10S,13R,14S,16R)-3-(Metoximetoxi)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-16-ol (110)

A una solucion saturada del dimero de 9-borabiciclo[3,3.1]Jnonano (102 ml, 51 mmol) que se enfrié hasta 0 °C bajo
atmosfera inerte se afiadié una solucién de olefina 109 (2 g, 6,30 mmol) en tetrahidrofurano (42 ml). La mezcla de
reaccion se agitd a 0 °C bajo argén durante 4 h. Se afadié agua (32,6 ml) e hidréxido de sodio acuoso (10 %, 32,6
ml), peroxido de hidrégeno (30 %, 48,6 ml), y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Entonces,
se afiadieron sulfito de sodio (3,36 g), acido acético (98 %, 16,4 ml), agua (80,8 ml) y &cido citrico acuoso (5 %, 81,8
ml). El producto se extrajo en acetato de etilo (3 x 80 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con
solucion acuosa saturada de cloruro de sodio (50 ml), bicarbonato de sodio acuoso (5 %, 2 x 50 ml), de nuevo con
solucién acuosa saturada de cloruro de sodio (50 ml) y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. La fase organica
se evapord con presion reducida y la cromatografia del residuo en gel de silice (1-5 % de acetona en éter de
petroleo) dio 1,26 mg (60 %) de derivado de hidroxi 110: pf 98,7-100 °C (acetona/n-heptano), [a]p?° +16,6 (c 0,33,
CHCl3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 0,69 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 3,37 (3H, s, H-2', MOM), 3,53 (1H, tt, Js
= 11,2, J, = 4,7, H-3), 4,45 (1H, tdd, J1= 7,6, J> = 6,0, J3 = 1,6, H-16), 4,69 (2H, s, H-1', MOM). RMN-"3C (101 MHz,
CDCls): 6 94,72 (C-3), 77,03 (C-16), 72,07, 55,30, 52,31, 52,29, 42,28, 42,11, 40,80, 39,06, 37,44, 35,86, 35,54,
35,05, 33,74, 27,88, 27,33, 26,85, 23,56, 20,59, 18,81. Espectro IR (CHCI3): 3612 (OH); 2941 (CH>); 1040 (COCOQOC).
EM (ESI) m/z: 359,3 (100 %, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C»1H3s03 (M+Na) calculado: 359,2558; hallado:
359,2558. Para C,1H3603 (336,5) calculado: 74,95 % de C, 10,78 % de H; hallado: 74,68 % de C, 11,02 % de H.

Ejemplo 46: (3R,5R,8S,9S5,10S,13R,14S)-3-(Metoximetoxi)-10,13-dimetilhexadecahidro-16H-
ciclopenta[a]fenantren-16-ona (111)

El compuesto 110 (3,17 g, 9,4 mmol) se disolvid en diclorometano recientemente secado (150 ml). Entonces, se
afadié clorocromato de piridinio (16,7 g, 77,5 mmol) en piridina secada (10 ml). La mezcla se agité bajo atmdsfera
inerte a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de reaccion se filtré a través de una columna pequeia de gel
de silice (15 g), mientras se agitaba con acetato de etilo. Los disolventes se evaporaron; el residuo se volvié a
disolver en acetato de etilo y se lavé con acido citrico acuoso (5 %, 2 x 40 ml), solucién acuosa saturada de cloruro
de sodio (50 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (2 x 30 ml), de nuevo solucién acuosa saturada
de cloruro de sodio (50 ml) y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. La evaporacion de disolventes con presion
reducida proporciond 2,59 g (95 %) de 111: pf 107,9-108 °C (acetona/n-heptano), [a]p? -134,7 (¢ 0,35, CHCI).
RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,86 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,37 (3H, s, H-2', MOM), 3,54 (1H, ddd, J; =
15,8, Jo = 11,1, Js = 4,7, H-3), 4,69 (2H, s, H-1', MOM). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 218,91 (C=0), 94,78 (C-3),
56,12, 55,34, 51,91, 42,05, 40,68, 39,49, 39,40, 38,56, 35,47, 35,25, 35,10, 33,71, 27,87, 27,13, 26,89, 23,49, 20,50,
18,23. Espectro IR (CHCIz): 2937 (-CH-); 1737 (C=0); 1045, 1037 (COCOQOC). EM (ESI) m/z: 335,3 (32 %, M + H)
273,2 (100 %). HR-EM (ESI) m/z: Para C21H3s03 (M+H) calculado: 335,2586; hallado: 335,2579. Para C21H3403
(334,5) calculado: 75,41 % de C, 10,25 % de H; hallado: 75,66 % de C, 10,33 % de H.

Ejemplo 47: (3R,5R,8S,9S5,10S,13R,14S)-3-Hidroxi-10,13-dimetilhexadecahidro-16H-ciclopenta-[a]fenantren-
16-ona (112)

A una solucién del derivado protegido 111 (3,4 g, 10,2 mmol) en metanol (95 ml) se afiadié acido clorhidrico (1,8 ml,
37 %) en metanol (30 ml). La mezcla de reaccién se agitd bajo argén a temperatura ambiente durante la noche. Se
afadié agua (100 ml) y la mezcla se concentrd con presion reducida. El producto se extrajo en acetato de etilo (3 x
70 ml), las fases organicas combinadas se lavaron con bicarbonato de sodio acuoso saturado, solucién acuosa
saturada de cloruro de sodio, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y los disolventes se evaporaron con presion
reducida. Se obtuvo hidroxicetona 112 (3,17 g, 93 %): pf 135,8-136,7 °C (acetona/n-heptano), [a]p?° - 167,4 (c 0,33,
CHCl3). RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,86 (3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 3,65 (1H, tt, J; = 10,8, J. = 4,7, H-3).
RMN-'3C (101 MHz, CDCl3): & 218,88 (C=0), 71,81, 56,12, 51,91, 42,01, 40,74, 39,48, 39,40, 38,56, 36,55, 35,49,
35,22, 34,96, 30,64, 27,09, 26,93, 23,45, 20,51, 18,23. Espectro IR (CHCIsz): 2936 (CH); 1736 (C=0); 3609, 1032
(OH). EM (ESI) m/z: 290,2 (100 %, M). HR-EM (ESI) m/z: Para C49H3002 (M+Na) calculado: 313,2138; hallado:
313,2137. Para C19H3002 (290,4) calculado: 78,57 % de C, 10,41 % de H; hallado: 78,27 % de C, 10,36 % de H.

Ejemplo 48: (3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S)-10,13-Dimetil-16-metilenhexadecahidro-1H-ciclo-penta[a]fenantren-3-
ol (113)

El compuesto 113 se prepar6 a partir del compuesto 112 (800 mg, 2,76 mmol) de manera analoga a la preparacion
del compuesto 66. La cromatografia en gel de silice (1-5 % de acetona en éter de petroleo) dio 756 mg (95 %) del
compuesto 113: pf 165,3-165,6 °C (acetona/n-heptano), [a]o?° -69,8 (¢ 0,35, CHCI3). "H-NMR (400 MHz, CDCl5): &
0,86 (3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 4,88 (ddh, J1 = 4,4, J> = 3,0, J> = 1,6, 1H), 3,63 (i, J1 = 11,1, J2 = 4,7, 1H),
2,33 (ddt, J1=16,1, J» = 7,5, J» = 1,6, 1H). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 151,39 (=CH_), 107,09 (C-16), 71,99 (C-3),
54,39, 49,61, 42,23, 40,89, 40,78, 38,79, 36,63, 35,96, 35,50, 34,91, 33,54, 30,71, 27,29, 26,85, 23,53, 20,92, 17,76.
Espectro IR (CHCI3): 3609 (OH); 3015, 1658 (=CH,); 2934 (CH.). EM (ESI) m/z: 311,3 (100 %, M + Na). HR-EM
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(ESI) m/z: Para CsH3304Na (M+Na) calculado: 311,2345; hallado: 311,2344. Para CyoH320 (288,5) calculado: 83,27
% de C, 11,18 % de H; hallado: 83,02 % de C, 11,07 % de H.

Ejemplo 49: 3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,95,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-16-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (114)

El compuesto 114 se preparé de acuerdo con el procedimiento general | - preparacion de sulfato en C-3 a partir del
compuesto 113 (83 mg, 0,29 mmol) proporcionando sulfato 114 (66 mg, 56 %): pf 180-182 °C (cloroformo), [a]p? -
41,9 (c 0,35, CHClI3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): 3 0,70 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 2,30 (1H, dd, J; = 16,0, J-
=7,7),4,45 (1H, tt, J1 = 11,2, J> = 4,9 H-3), 4,87 (2H, m, =CH>), 8,02 (2H, m, H-2' y H-4', piridinio), 8,48 (1H, t, J =
8,6, H-3', piridinio), 8,99 (2H, d, J = 5,2, H-1' y H-5', piridinio). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 218,89 (C-16), 178,74,
145,89 (C-1'y C-5', piridinio), 142,39 (C-3', piridinio), 127,31 (C-2'y C-4', piridinio), 79,51 (C-3), 56,11, 51,94, 42,05,
40,68, 39,48, 39,38, 38,57, 35,42, 35,21, 34,85, 33,42, 27,85, 26,85, 26,82, 23,68, 20,40, 18,02. Espectro IR
(CHCI3):1736 (C=0); 1656 (C=C); 1460 (=CH, piridina); 1263, 1171, 969, 947 (OSOs3). EM (ESI) m/z: 467,2 (100 %,
M + H - piridina). HR-EM (ESI) m/z: Para CH3104S calculado: 367. 1946; hallado: 367,1945.

Ejemplo 50: Acido 4-(((3R,5R,85,9S5,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-16-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-4-oxobutanoico (115)

El compuesto 115 se prepard de acuerdo con el procedimiento general Il - preparacién de hemisuccinato en C-3 a
partir del compuesto 113 (95 mg, 0,33 mmol). La cromatografia en gel de silice (10-20 % de acetona en éter de
petréleo) dio el compuesto 115 (120,4 mg, 84,3 %): pf 165-165,7 °C (acetona/n-heptano), [a]p®® -36,8 (c 0,29,
CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCl3): 8 0,73 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 2,38-2,27 (2H, m, H-16a, H-16b), 2,72-
2,55 (4H, m, acido succinico), 4,76 (1H, tt, J1 = 11,4, J, = 4,7, H-3), 4,89 (2H, ddq, J1 = 4,2, J> = 2,9, J3 = 1,5, =CH>),
4,58-4,65 (2H, m,), 4,74 (1H, tt, J1 = 11,3, J> = 4,7). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): 177,07 (COOH), 171,82 (COO),
151,29 (=CH,), 107,14 (C-16), 75,11 (C-3), 54,37, 49,61, 42,04, 40,89, 40,77, 38,75, 35,90, 35,16, 34,93, 33,51,
32,34, 29,43, 29,00, 27,11, 26,72, 23,49, 20,94, 17,75. Espectro IR (CHCIs): 3518 (OH, COOH, monémero); 3070,
1657 (=CHy); 2674 (OH, COOH, dimero); 1752 (C=0, COOH, mondémero); 1717 (C=0O, COOH, dimero); 1727 (C=0,
éster). EM (ESI) m/z: 387,3 (100 %, M - 1). HR-EM (ESI) m/z: Para C24H3504 (M-H) calculado: 387,2541; hallado:
387,2527. Para C24H3504 (388,5) calculado: 74,19 % de C, 9,34 % de H; hallado: 74,19 % de C, 9,34 % de H.

La preparacion de compuestos 116-128 esta resumida en la tabla 1.

Ejemplo 51: 1-((3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14S)-10,13-Dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il) 2-
((terc-butoxicarbonil)amino)pentanodioato de (R)-5-bencilo (129)

El compuesto 129 se prepard a partir del compuesto 48 (309 mg, 1,11 mmol) de manera analoga a la preparacion
del compuesto 105. La cromatografia en gel de silice (3 % de acetona en éter de petroleo) dio 214 mg (36 %) de
producto deseado ligeramente impuro y 361 mg (54 %) del compuesto aceitoso puro 129: [0]p*+17,8 (c 0,27,
CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCIs): 0,68 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 1,43 (9H, s, OBu), 2,20 (1H, m, H-3a"),
2,44 (2H, m, H-4"), 4,28 (1H, m, H-2'), 4,84 (1H, m, H-3), 4,76 (1H, m, H-3), 5,11 (3H, m, OCH,Ph a NH). RMN-"3C
(101 MHz, CDCl3): & 172,59 (C-1"), 171,63 (C-5'), 155,34 (NHCO), 135,80 (C-1, bencil), 128,55 (2 x C-3, bencil),
128,24 (C-4, bencil), 128,18 (2 x C-2, bencil), 79,88 (OBu), 75,85 (C-3), 66,45 (OCH2Ph), 54,50, 53,05, 41,95, 40,93,
40,73, 40,48, 38,98, 36,18, 35,06, 34,73, 32,15, 30,32, 28,32, 28,0, 27,0, 26,70, 26,55, 25,51, 23,32 (3 x C, O'Bu),
20,86, 20,59, 17,50. IC (CHCls): 3092, 3068 (CH, bencil); 1730 (C=0, éster); 1713 (C=0, amida); 1499 (NH, amida);
1260, 1235 (OCN, éster); 1165 (O'Bu). EM (ESI) m/z: 618,2 (100%, M + Na), 619,2 (40%, M + Na + 1). HR-EM (ESI)
m/z: Para CszsHssNOgNa [M+Na] calculado: 618,3765; hallado: 618,3763. Para CssHs3NOg (595,2) calculado: 72,57 %
de C, 8,97 % de H, 2,35 % de N; hallado: 72,52 % de C, 9,12 % de H, 2,11 % de N.

Ejemplo 52: Acido (4S)-4-amino-5-(((3R,5R,8S,9S5,105,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-5-oxopentanoico (130)

El compuesto 130 se prepar6 a partir del compuesto 129 (361 mg, 0,61 mmol) de manera analoga a la preparacion
del compuesto 106 proporcionando 186 mg (80 %) de 130: pf 167-168 °C, [0]p?°+24,4 (c 0,16, CHCI3). RMN-"H (400
MHz, CDCI; + 3 gotas de MeOD): & 0,61 (3H, s, H-18), 0,88 (3H, s, H-19), 2,40 (2H, t, J = 6,3, H-3'), 3,69 (1H, dd, J1
= 8,1, J» = 3,4, H-2'), 4,75 (1H, m, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCl3): & 177,51 (COOH), 171,32 (COO), 76,61 (C-3),
54,40, 53,24, 41,83, 40,79, 40,65, 40,31, 38,83, 36,04, 34,85, 34,59, 33,10, 31,94, 27,37, 26,87, 26,57, 26,38, 25,36,
23,14, 20,72, 20,42, 17,32. Espectro IR (CHCI3): 2646, 2179, 1609 (NHs*); 1748 (C=0, éster); 1570 (COOH). EM
(ESI) miz: 406,3 (100%, M + 1), 428,3 (99%, M + Na). HR-EM (ESI) m/z: Para C24H40NO4 [M+1] calculado: 406,2951,
hallado: 406,2951.

Ejemplo 53: Acido 1-((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)-
5-oxopirrolidin-3-carboxilico (131), mezcla de isémeros

Se afiadié diisopropiletilamina (336 ul, 1,93 mmol) a una solucién de amina 57 (200 mg, 0,64 mmol) en nitroetano
(10 ml) a temperatura ambiente. Entonces, la mezcla de reacciéon se calenté a 105 °C durante 22 h seguido de
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calentamiento a 125 °C durante 20 h adicionales. La mezcla de reaccion bruta se concentré y se purificd
directamente mediante cromatografia en columna en gel de silice (4:1:0,1 éter de petréleo/acetona/acido acético)
proporcionando el compuesto 131 (45 mg, 18 %) como una mezcla de acidos carboxilicos (1:1 de acuerdo con
RMN): pf 85-86,6 °C, [a]p?® +20,1 (¢ 0,15, CHCIls). RMN-'H (600 MHz, CDCls): & 0,69 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-
19), 0,99 (1H, m, H-14), 1,09-1,465 (2H, m, H-7), 1,16-1,735 (2H, m, H-12), 1,16-1,43 (2H, m, H-17), 1,16-1,65 (2H,
m, H-15), 1,27-1,42 (2H, m, H-11), 1,24-1,87 (2H, m, H-6), 1,26-1,91 (2H, m, H-4), 1,34 (1H, m, H-8), 1,34 (1H, m, H-
9), 1,50 (1H, m, H-5), 1,61 (2H, m, H-16), 2,75 (2H, m, NC(=O)CH.CH(COOH)CH,), 3,25 (1H, m,
NC(=0)CH,CH(COOH)CH,), 3,66 (2H, m, NC(=O)CH.CH(COOH)CH-), 4,01 (1H, a, H-3). RMN-"3C (150,9 MHz,
CDClz): & 176,48 (COOCH), 172,09 (NC(=O)CH.CH(COOH)CH.), 54,58 (C-14), 51,71 (C-3), 4517
(NC(=0)CH.CH(COOH)CH>), 42,51 (C-5), 40,94 (C-13), 41,01 (C-9), 40,50 (C-17), 39,04 (C-12), 36,17 (C-8), 36,05
(NC(=O)CH,CH(COOH)CH_), 35,95 (C-1), 34,73 (C-10), 34,56 (NC(=O)CH,CH(COOH)CH,), 30,15 (C-4), 27,09 (C-
6), 26,86 (C-7), 25,51 (C-15), 24,70 (C-2), 23,63 (C-19), 20,84 (C-11), 20,58 (C-16), 17,52 (C-18). Espectro IR
(CHCI3): 3513 (OH), 2935 (CH,). 1754 (COOH), 1714 (C=0), 1674 (amida). EM (ESI) m/z: 1184,8 (40%, 3M + Na),
797,5 (65%, 2M + Na), 410,3 (100%, M + Na), 388,3 (15%, M + H). HR-EM (ESI) m/z: para C24H3703NNa (M+Na)
calculado: 410,2666, hallado 410,2671; para C24H3s03N [M + H] calculado. 388,2846, hallado 388,2852.

Ejemplo 54: (3S,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-Dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
ol (132)

Una solucién de yoduro de metiltrifenilfosfonio (14,27 g, 35,20 mmol) en dimetil sulféxido (80 ml) se agité a
temperatura ambiente durante 20 min bajo atmdsfera inerte. Entonces se afiadié hidruro de sodio (50 % en aceite de
parafina, 1,44 g, 35,97 mmol). Después de 1 h de agitacién, se afadié una solucion de 3beta-5beta-androstan-17-
ona (2,0 g, 6,89 mmol) en dimetil sulféxido (80 ml) y después de 2,5 h de agitacion a 70 °C bajo atmodsfera inerte, la
mezcla de reaccion se vertid en salmuera. El sélido blanco precipitado se recogié mediante filtracion, se lavo con
salmuera, se seco y los disolventes se evaporaron in vacuo. El residuo se cromatografié en gel de silice (5-10 % de
acetato de etilo en éter de petréleo) para proporcionar 1,85 g (93 %) de 132: pf 140,5-141,3 °C (acetona/n-heptano),
[a]o®® +20,9 (c 0,29, CHCIls). RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,77 (3H, s, H-18), 0,98 (3H, s, H-19), 4,11 (1H, m, H-3),
4,60-4,64 (2H, m, =CH). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 162,23 (CH=), 100,73 (=CH), 67,29 (C-3), 54,80, 44,40,
40,20, 36,83, 36,12, 35,78, 35,46, 33,68, 30,17, 29,62, 28,01, 26,73, 26,35, 24,31, 24,07, 21,15, 18,69. Espectro IR
(CHCIz): 3616, 1028 (OH); 1653 (C=C). EM: ESI m/z 311,3 (100 %, M +Na). HR-EM (CI) m/z para CxH3,0 (M)
calculado. 288,2453, hallado 288,2455. Para CyH320 (288,5) calculado: 83,27 % de C, 11,18 % de H; hallado: 83,22
% de C, 11,34 % de H.

Ejemplo 55: (3S,5R,8S5,95,10S,13R,14S5,17S)-10,13,17-Trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol
(133)

El compuesto 133 se prepar6é de acuerdo con el procedimiento general V — hidrogenacién catalitica a partir del
compuesto 132 (718 mg, 2,49 mmol). Compuesto 133 (723 mg, 99 %): pf 145,6-146,2 °C (acetona/n-heptano), [a]p?°
+8,0 (c 0,27, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCl5): & 0,53 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, d,, J = 6,8, H-20), 0,97 (3H, s, H-
19), 4,11 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): 8 67,36, 56,13, 45,34, 42,36, 40,30, 37,94, 36,86, 36,03, 35,45,
33,72, 30,40, 30,21, 28,01, 26,83, 26,64, 24,89, 24,11, 21,01, 13,99, 12,20. Espectro IR (CHCI3): 3616, 1030 (OH);
1379 (CH3). EM: ESI m/z 313,3 (100 %, M +Na). HR-EM (ESI) m/z Para CyH34ONa (M+Na) calculado. 313,25019,
hallado 313,25046. Para CxoH340 (290,5) calculado: 82,69 % de C, 11,80 % de H; hallado: 82,53 % de C, 11,41 %
de H.

Ejemplo 55: 4-Metilbencenosulfonato de (3S,5R,8S,95,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (134)

El compuesto 134 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general VIII — tosilaciéon a partir del compuesto 133
(0,84 g, 2,89 mmol). Compuesto 134 (1,12 g, 87%): pf 112,6-113,8 °C (dietil éter/n-heptano), [a]p*® +10,1 (c 0,30,
CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCIs): & 0,51 (3H, s, H-18), 0,81 (3H, d, J = 6,8, H-20), 0,95 (3H, s, H-19), 2,44 (3H, s,
CHs-tosylate), 4,83 (1H, m, H-3), 7,32 (2H, d, J = 8,2, tosilato), 7,78 (2H, d, J = 8,2, tosilato). RMN-"3C (101 MHz,
CDCl3): & 144,39 (C-1', tosilato), 134,92 (C-4', tosilato), 129,83 (C-1', C-5', tosilato), 127,75 (C-2', C-6', tosilato),
81,08 (C-3), 56,05, 45,30, 42,32, 40,61, 37,85, 36,98, 35,95, 34,95, 31,49, 30,35, 30,24, 26,43, 26,37, 25,95, 24,83,
23,79, 21,77, 20,95, 13,96, 12,17. Espectro IR (CHCIl3): 1175 (SO,); 903 (C-OTs). EM: ESI m/z 467,3 (60 %, M +
Na), 911,7 (100 %, 2M + Na). HR-EM (ESI) m/z para Cy7H40OsNaS (M+Na) calculado: 467,25904, hallado
467,25907. Para Co7H1003S (444,67) calculado: 72,53 % de C, 9,07 % de H; hallado: 73,08 % de C, 9,33 % de H.

Ejemplo 56: (3R,5R,8S5,95,10S,13R,14S,17S)-3-Azido-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantreno (135)

El compuesto 135 se preparé de acuerdo con el procedimiento general IX — sustitucion de grupo protector de tosilato
por azida alcalina a partir del compuesto 134 (2,05 g, 4,62 mmol). Compuesto 135 (1,32 g, 91%): pf 59-59,5 °C
(cloroformo/metanol), [a]p?® +33,5 (c 0,31, CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 0,52 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, d, J =
6,8, H-20), 0,94 (3H, s, H-19), 3,31 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCl;): & 61,45 (C-3), 55,88, 45,26, 42,65,
42,32, 41,02, 37,78, 36,19, 35,84, 34,95, 32,65, 30,38, 27,27, 26,90, 26,70, 24,88, 23,65, 20,73, 13,99, 12,18.
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Espectro IR (CHCI3): 2942, 2869 (CHs3); 2094 (N3). EM: Cl m/z 316,3(15 %, M + 1), 273,3 (100 %, M - N3), 287,3 (80
%, M - N2). HR-EM (CI) m/z para CxHss (M-N3) calculado. 273,2584, hallado 273,2582. Para CxoH33sN3 (315,3)
calculado: 76,14 % de C, 10,54 % de H, 13,32 % de N; hallado: 76,48 % de C, 10,72 % de H, 13,05 % de N.

Ejemplo 57: Clorhidrato de (3R,5R,8S5,95,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-amina (136)

La azida 135 (693 mg, 2,20 mmol) se disolvié en metanol (25 ml) y EtOAc (12 ml) y se afiadi6 paladio al 5 % sobre
CaCOs3; (80 mg) a la mezcla de reaccion. La mezcla se hidrogené durante 18 h con una ligera sobrepresion de
hidrégeno. El catalizador entonces se separo por filtracion, el disolvente se evaporé in vacuo y el residuo se disolvio
en cantidad minima de etanol y se vertié en HCI acuoso al 5 % (100 ml). El producto se extrajo con cloroformo (3x20
ml), los extractos organicos combinados se secaron, el disolvente se evaporé in vacuo proporcionando 432 mg (60
%) del compuesto 136: pf 284-287 °C (cloroformo/dietil éter),[a]p?® +24,3 (c 0,30, CHCIl3). RMN-"H (400 MHz, CDCls):
5 0,51 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, d, J = 6,8, H-20), 0,95 (3H, s, H-19), 3,04 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCl3) &
55,45, 52,12, 45,09, 42,52, 42,27, 40,86, 37,55, 36,24, 35,42, 34,88, 31,86, 30,37, 27,00, 26,65, 26,37, 24,89, 23,61,
20,78, 13,97, 12,15. Espectro IR (CHCI3): 2978 (CHas); 2940 (N*Hz y CH2). EM: ESI m/z 290,3 (100 %, M - CI). HR-
EM (ESI) m/z para CxHssN (M-Cl) calculado: 290,28423, hallado 290,28425. Para CyoH3sNCI (325,3) calculado:
73,69 % de C, 11,13 % de H, 4,30 % de N; hallado: 72,42 % de C, 11,13 % de H, 4,03 % de N.

Ejemplo 58: 2-Ox0-2-(((3R,5R,8S,95,10S,13R,145,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)Jamino)acetato de etilo (137)

El compuesto 137 se prepar6é de acuerdo con el procedimiento general Xl — reaccion de grupo amino en C-3 con
clorooxoacetato de etilo a partir del compuesto 136 (210 mg, 0,64 mmol). La cromatografia en gel de silice (5 % de
acetato de etilo en éter de petroleo) proporcioné 93 mg (37 %) del compuesto aceitoso 137: [a]p?® +41,7 (c 0,31,
CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCIs): 0,53 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, d, J = 6,8, H-20), 0,95 (3H, s, H-19), 1,38 (3H, t, J
= 7,1, CHs-ethil), 3,75-3,87 (1H, m, H-3), 4,34 (2H, q, J = 7,1, CHg-ethil), 6,96 (1H, d, J = 8,5, N-H). RMN-"3C (101
MHz, CDCls) 6 161,22, 155,77, 63,30, 56,06, 50,22, 45,33, 42,51, 42,34, 41,12, 37,87, 36,18, 35,93, 34,85, 33,27,
30,38, 27,56, 27,12, 26,73, 24,88, 23,71, 20,73, 14,16, 13,99, 12,18. Espectro IR (CHCI3): 2868 (CHz); 1696 (C=0).
EM: ESI m/z 412,4 (55 %, M + Na), 801,9 (100 %, 2M + Na). HR-EM (ESI) m/z para C24H3903NNa (M+Na) calculado:
412,28222, hallado 48,28233. Para Cz4H3903N (389,3) calculado: 73,99 % de C, 10,09 % de H, 3,60 % de N;
hallado: 74,41 % de C, 10,13 % de H, 3,21 % de N.

Ejemplo 59: 2-Ox0-2-(((3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S5,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)Jamino)acetato de sodio (138)

Una solucion de NaOH (130 mg, 3,25 mmol) en MeOH (2 ml) se afiadié gota a gota a 0 °C a una solucion agitada de
amida protegida 137 (93 mg, 0,24 mmol) en MeOH (3 ml). La agitacion se continué a 10 °C durante 2 h y entonces la
mezcla de reaccion se vertié en agua, el sélido blanco precipitado se recogié mediante filtracion, se lavé con agua y
se secd para proporcionar 72 mg (79 %) de amida 138: pf 330-334,6 °C (agua), [a]p?° insoluble in cloroformo. RMN-
'H (400 MHz, DMSO-dg): & 0,50 (3H, s, H-18), 0,80 (3H, d, J = 6,8, H-20), 0,90 (3H, s, H-19), la sefial de C-3 esta
solapada por la sefial de DMSO. RMN-'3C (101 MHz, DMSO-ds): & 165,10, 163,23, 55,25, 48,57, 44,70, 42,19,
41,85, 37,23, 36,02, 35,66, 34,42, 32,78, 29,90, 27,00, 26,84, 26,26, 24,46, 23,37, 20,22, 13,93, 11,95. Espectro IR
(KBr): 1668 (C=0); 1522 (amida). EM: ESI m/z 360,3 (100 %, M - Na). HR-EM (ESI) m/z para C22H3403N (M - Na)
calculado: 360,25442, hallado 360,25392. Para C2,H3403NNa (383,2) calculado: 68,90 % de C, 8,94 % de H, 3,65 %
de N; hallado: 67,85 % de C, 9,17 % de H, 3,24 % de N.

Ejemplo 60: 3-0Ox0-3-(((3R,5R,8S,95,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilJamino)propanoato de metilo (139)

El compuesto 139 se prepard de acuerdo con el procedimiento general X — reacciéon de grupo amino en C-3 con 3-
cloro-oxopropionato de metilo a partir del compuesto 136 (202 mg, 0,52 mmol). La cromatografia en gel de silice (8
% de acetona en éter de petréleo) proporcioné 258 mg (95 %) del compuesto aceitoso 139: pf >240 °C (acetona/n-
heptano), [a]p?® +33,7 (c 0,35, CHCIl3). RMN-'H (400 MHz, CHCl3): & 0,52(3H, s, H-18), 0,81 (3H, d, J = 6,8, H-20),
0,94 (3H, s, H-19), 3,30 (2H, s, COCH,CO), 3,75 (3H, s, OCHj3), 3,80 (1H, m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCl3): &
170,33 (COOMe), 163,72 (NHCO), 55,87, 52,36, 49,58, 45,17, 42,47, 42,18, 40,96, 40,92, 37,70, 36,04, 35,93,
34,72, 33,48, 30,24, 27,73, 27,01, 26,58, 24,72, 23,57, 20,57, 13,83, 12,00. Espectro IR (CHCI3): 2939 (CH>); 1723
(C=0); 1538, 1282 (amida y éster); 1344 (CH3). EM: ESI m/z 388,3 (100 %, M - 1). HR-EM (ESI) m/z para C2sH3sO3N
(M-H) calculado: 388,28572, hallado 388,28503. Para C24H3903N (389,3) calculado: 73,99 % de C, 10,09 % de H,
3,60 % de N; hallado: 73,58 % de C, 10,13 % de H, 3,28 % de N.

Ejemplo 61: Acido 3-ox0-3-(((3R,5R,8S,98,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilJamino)propanoico (140)

Una solucion de NaOH (36 mg, 0,90 mmol) en H2O (1,5 ml) se afadio a 0 °C a una solucién agitada de amida 139
(250 mg, 0,64 mmol) en EtOH (15 ml). Se continué agitando a temperatura ambiente durante 2 h y entonces la
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mezcla de reaccion se vertié en agua, se acidifico con HCI acuoso al 5 % hasta pH-2 y la amida 140 precipitada se
separd por filtracion, se lavd con agua y se secd. Compuesto 140 (32 mg, 92 %): pf 147,8-149,4 °C (acetona/n-
heptano), [a]p?® +41,4 (c 0,30, CHCl3:MeOH, 1,795:0,043). RMN-'H (400 MHz, CHCl3): 8 0,51(3H, s, H-18), 0,81 (3H,
d, J = 6,8, H-20), 0,93 (3H, s, H-19), 3,23 (2H, s, COCH,CO), 3,77 (1H, m, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): &
170,32 (COOH, CONH), 56,04, 50,07, 50,00, 45,30, 42,54, 42,29, 41,08, 37,85, 36,14, 35,96, 34,82, 33,31, 30,33,
27,56, 27,11, 26,71, 24,83, 23,67, 20,68, 13,93, 12,12. Espectro IR (KBr): 3500, 3436 (OH + NH); 2936 (CHy); 1736,
1727 (COOH). EM: ESI m/z 374,2 (85 %, M - 1), (100 %, M - COOH). HR-EM (ESI) m/z para Cz3H3s03N (M-H)
calculado: 374,27007, hallado 374,26954. Para Cz3H303N (375,2) calculado: 73,56 % de C, 9,93 % de H, 3,73 % de
N; hallado: 73,41 % de C, 10,17 % de H, 3,23 % de N.

Ejemplo 62: (3S,5R,8R,9S5,10S,13R,14S)-17-((R)-Sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ol (143)

Se afadid L-selectrida (1 M en THF, 2,16 ml) gota a gota bajo atmosfera inerte a una solucion enfriada (-78 °C) de
R-sec-butil-5beta-androstan-3-ona 142 (600 mg, 1,8 mmol) en THF anhidro (50 ml). Después de 1 h de agitacion a -
78 °C, se afnadi6é agua (5 ml) y se dejo a la mezcla alcanzar la temperatura ambiente. Entonces, se afiadieron una
solucion acuosa de hidroxido de sodio (6 M, 5 ml) y una solucién acuosa de HxO» (5 ml, 30 %) y la mezcla de
reaccion se agité durante 30 min. La mezcla se vertié en agua fria, el producto se extrajo con EtOAc (2x50 ml) y la
fase acuosa se extrajo de nuevo con acetato de etilo (30 ml). Los extractos combinados se lavaron con una solucion
acuosa de acido clorhidrico (5 %), solucion saturada de hidrogenocarbonato de sodio, y salmuera. El disolvente se
seco sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord. La cromatografia en columna (10 % de EtOAc en éter de petroleo)
dio el compuesto 143 (520 mg, 87 %): pf 151-153 °C (acetona/n-heptano), [a]p?® +17 (c 0,20, CHCI3). RMN-'H (400
MHz, CDCls): 6 0,65 (3H, s, H-18), 0,81 (3H, t, J = 7,4, H-23), 0,89 (3H, d, J = 6,6, H-21),0,97 (3H, s, H-19), 4,10 (1H,
m, H-3). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 67,36 (C-3), 56,82, 56,01, 42,84, 40,42, 39,92, 37,15, 36,76, 35,82, 35,33,
33,63, 30,03, 28,44, 28,34, 27,96, 26,83, 26,46, 24,43, 24,08, 21,27, 18,21, 12,23, 10,48. Espectro IR (CHCIs): 3616,
1029 (OH); 1381 (CHz3). EM: ESI m/z 332,3 (100 %, M), 315,3 (78 %, M - 17), 313,3 (71 %, M - 19), 299,3 (24 %, M -
33). HR-EM (ESI) m/z para C23H400 (M) calculado: 332,3079, hallado 332,3082.

Ejemplo 63: 4-Metilbencenosulfonato de (3S,5R,8R,95,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (144)

El compuesto 144 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general VIII — tosilaciéon a partir del compuesto 143
(827 mg, 2,5 mmol). Compuesto 144 (1,1 g, 87 %): pf 103-105 °C (benceno, descomposicion), [a]o?® +19,3 (c 0,32,
CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCl5): 8 0,62 (3H, s, H-18), 0,80 (3H, t, J = 7,4, H-23), 0,87 (3H, d, J = 6,5, H-21), 0,93
(3H, s, H-19), 2,44 (3H, s, CHs-tosilato), 4,82 (1H, m, H-3), 7,32 (2H, m, tosilato), 7,78 (2H, d, J = 8,3, tosilato). RMN-
3C (101 MHz, CDCls): & 144,40 (C-1', tosilato), 134,81 (C-4', tosilato), 129,83 (C-1', C-5', tosilato), 127,74 (C-2', C-6',
tosilato), 81,10 (C-3), 56,69, 55,91, 42,79, 40,47, 40,19, 37,09, 36,84, 35,68, 34,77, 31,41, 30,08, 28,39, 28,28,
26,34, 26,22, 25,91, 24,32, 23,75, 21,79, 21,18, 18,17, 12,18, 10,46. Espectro IR (CHCI3): 2940 (CHj3); 1175 (SOy);
905 (C-OTs). EM: ESI m/z 314,3 (100 %, M-p-TsOH). HR-EM (ESI) m/z para C3oHsO3NaS (M+Na) calculado:
509,2590, hallado 509,2591.

Ejemplo 64: (3R,5R,8R,95,10S,13R,14S)-3-Azido-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantreno (145)

El compuesto 145 se prepard de acuerdo con el procedimiento general IX — sustitucion de grupo protector de tosilato
por azida alcalina a partir del compuesto 144 (1,1 g, 2,3 mmol). Compuesto 145 (770 mg, 95 %): pf 99-101 °C
(benceno), [a]p?*+45,2 (¢ 0,10, CHCI3).RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,64 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, t, J = 7,4, H-23),
0,89 (3H, d, J = 6,5, H-21), 0,93 (3H, s, H-19), 3,31 (1H, tt, J = 11,8, J = 4,5, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCl;):5
61,44, 56,56, 55,91, 42,78, 42,55, 40,66, 40,24, 37,15, 35,96, 35,71, 34,80, 32,61, 28,42, 28,31, 27,26, 26,89, 26,51,
24,37, 23,61, 20,99, 18,19, 12,19, 10,48. Espectro IR (CHCI3): 2942, 2868 (CHs); 2094 (N3). EM: CI m/z 330,3(100
%, M - N2). HR-EM (Cl) m/z para C23H4oN (M-N2) calculado: 330,3155, hallado 330,3156.

Ejemplo 65: Clorhidrato de (3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-amina (146)

El compuesto 146 se prepard a partir del compuesto 145 (770 mg, 2,2 mmol) de manera analoga a la preparacion
del compuesto 136 proporcionando 790 mg (98 %) de 146: pf 301-302 °C (etanol, descomposicion), [a]p?° +30,8¢ (¢
0,10, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCl5):5 0,61 (3H, s, H-18), 0,78 (3H, t, J = 7,4, H-23), 0,86 (3H, d, J = 6,5, H-21),
0,91 (3H, s, H-19), 3,00 (1H, ddt, J = 11,8, J = 8,5, J = 4,3, H-3). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 56,48, 55,84, 51,50,
42,70, 42,25, 40,46, 40,16, 37,10, 35,89, 35,37, 34,62, 32,47, 28,35, 28,24, 26,98, 26,83, 26,42, 24,32, 23,47, 20,93,
18,10, 12,10, 10,41. Espectro IR (CHCIs): 3437 (NH2); 3192, 3011, 2786 (NHs*). EM: ESI m/z 330,3 (100 %, M - HCI
- H). HR-EM (ESI) m/z para Ca3Hs2N (M-CIl) calculado: 332,3317, hallado 332,3318. Para Cy3H42NCl (368,0)
calculado: 75,06 % de C, 11,50 % de H, 3,81 % de N; hallado: 74,77 % de C, 11,56 % de H, 3,67 % de N.
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Ejemplo 66: 2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-Butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilJamino)-2-oxoacetato de etilo (147)

El compuesto 147 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general Xl — reaccion de grupo amino en C-3 con
clorooxoacetato de etilo a partir del compuesto 146 (178 mg, 0,48 mmol). La cromatografia en gel de silice (1-5 % de
acetato de etilo en éter de petrdleo) proporcioné 107 mg (51 %) del compuesto aceitoso 147: [a]p?° +49,5 (¢ 0,34,
CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CDCl5):5 0,64 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, t, J= 7,1, H-23), 0,89 (3H, d, J = 6,5, H-21), 0,94
(38H, s, H-19), 1,38 (3H, t, J = 7,1, CHgs- etil), 3,70-3,91 (1H, m, H-3), 4,34 (2H, q, J = 7,1, CH>- etil), 6,96 (1H, d, J =
8,3, N-H). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): 8 161,21 (COOMe), 155,77 (CONH), 63,30 (C-3), 56,74, 56,01, 50,23, 42,81,
42,42, 40,74, 40,34, 37,15, 35,96, 35,80, 34,70, 33,25, 28,43, 28,32, 27,57, 27,12, 26,54, 24,37, 23,68, 21,00, 18,20,
14,16, 12,20, 10,49. IR (CHCIs3): 3539 (OH); 3405 (NH); 2935 (CH); 2867 (CHs); 1696 (C=0). EM: ESI m/z 432,4 (11
%, M + 1), 454,4 (100 %, M + Na), 885,8 (85 %, 2M + Na). HR-EM (ESI) m/z para Cz7H4603N (M+H) calculado:
432,34722, hallado 432,34730.

Ejemplo 67: 2-(((3R,5R,8R,9S8,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-Butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilJamino)-2-oxoacetato de sodio (148)

El compuesto 148 se prepar6 a partir del compuesto 147 (95 mg, 0,22 mmol) de manera analoga a la preparacion
del compuesto 138 proporcionando 42 mg (45 %) de 148: pf 182-184 °C (agua, descomposicion), [a]p?® +47,5 (c
0,14, DMSO). RMN-'H (400 MHz, DMSO-dg): 8 0,61 (3H, s, H-18), 0,79 (3H, t, J = 7,3, H-23), 0,87 (3H, d, J = 6,9, H-
21), 0,88 (3H, s, H-19), la sefial para H-3 esta solapada por el pico de DMSO. RMN-"3C (101 MHz, DMSO-dg): &
167,01 (COONa), 162,38 (CONH), 56,23, 55,49, 49,12, 42,29, 41,85, 39,85, 36,52, 35,63, 35,27, 34,18, 31,97,
27,89, 27,80, 26,66, 26,27, 26,05, 25,54, 23,89, 23,16, 20,47, 18,01, 11,94, 10,25. Espectro IR (KBr): 3425, 3415
(NH); 1760 (C=0); 1640 (CO2). EM: ESI m/z 402,3 (100 %, M - Na). HR-EM (ESI) m/z para C25H40O3N (M-Na)
calculado: 402,30137, hallado 402,30106.

Ejemplo 68: Acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)Jamino)-3-oxopropanoico (149)

El compuesto 149 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general X — reacciéon de grupo amino en C-3 con 3-
cloro-oxopropionato de metilo (proporcionando la mezcla de amidas en una mezcla inseparable de formas ceto y
enol), seguido de la reaccion de desproteccion de manera analoga al procedimiento para el compuesto 140, a partir
del compuesto 146 (190 mg, 0,52 mmol). Compuesto 149 (65 mg, 30 % después de 2 etapas): pf 163-165 °C
(acetona/n-heptano), [a]p?® +53,3 (c 0,30, CHCI3). RMN-'H (400 MHz, CHCI5): & 0,64 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, t, J =
7,4, H-23), 0,89 (3H, d, J = 6,5, H-21), 0,94 (3H, s, H-19), 3,28 (2H, s, H-2),3,83 (H, tdt, J=12,1, J=8,5, J= 4,4, H-
3), 6,13 (d, H, J = 7,8, NH). RMN-"3C (101 MHz, CDCl3):5 168,32 (COO), 168,08 (CONH), 56,76, 56,03, 50,61,
42,80, 42,45, 40,75, 40,34, 38,43, 37,14, 35,93, 35,79, 34,70, 33,33, 28,43, 28,32, 27,64, 27,10, 26,55, 24,3, 23,65,
20,98, 18,20, 12,20, 10,50. Espectro IR (KBr): 3435,1631 (NH); 1730, (C=0). EM: ESI m/z 833,6 (77 %, 2M - 1),
416,3 (100 %, M - 1), 372,3 (11 %, M - COOH). HR-EM (ESI) m/z para C2H4203N (M-H) calculado: 416,31702,
hallado 416,31619.

Ejemplo 69: (3S,5R,8R,9S,10S,13S,14S,Z)-17-Etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-ol y (3S,5R,8R,9S,10S,13S,14S,E)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol,
mezcla de isomeros E/Z(150)

Una solucién de PhsPEtBr (6,386 g, 17,2 mmol) en dimetil sulféxido (30 ml) se agit6 a ta durante 20 min bajo
atmosfera inerte y entonces se afadié NaH (50 % en aceite de parafina, 688 mg, 17,2 mmol). La agitacion continué
durante 1 h, entonces se afiadié una solucion de 3beta-hidroxi-5beta-androstan-17-ona (1,0 g, 2,9 mmol) en dimetil
sulféxido (18 ml) y después de 15 h de agitacion a 60 °C, se afiadié una solucion acuosa de cloruro de amonio. El
producto se extrajo con cloroformo; los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, y se secaron. Los
disolventes se evaporaron y el residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (5-10 % de acetato de etilo
en éter de petréleo) para proporcionar 810 mg (78 %) del compuesto 150 como mezcla de isémeros E y Z (1,5:8,5).
Isémero Z: pf 157-158 °C (acetona/n-heptano), [a]p?® +30,6 (c 0,32, CHCls).
RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,86 (3H, s, H-18), 0,97 (3H, s, H-19), 1,65 (3H, dt, J1 = 7,2, J2 = 2,0, H-21), 4,11 (1H,
m, H-3), 511 (1H, qt, Jr = 7,1, J2 = 2,0, H-20). RMN-"3C (101 MHz, CDCls): & 150,64 (CH=CH-CHs;), 113,33
(CH=CH-CHa), 67,31, 56,59, 44,63, 39,98, 37,61, 36,73, 35,34, 33,68, 31,66, 30,06, 28,01, 26,76, 26,30, 24,55,
24,02, 21,43, 17,04, 13,25. Espectro IR (CHCIz): 3036 (=CH); 1673 (C=C); 995 (C-OH). EM: Cl m/z 302,3 (50%, M).
HR-EM (Cl) m/z para C21H340 (M) calculado: 302,2610, hallado 302,2608.

Ejemplo 70: 2-((3R,5R,8R,95,105,13S,14S,Z)-17-Etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)isoindolin-1,3-diona (151)

Una mezcla de trifenilfosfina (409 mg, 1,56 mmol), fatalimida (230 mg, 1,56 mmol) y compuesto 150 (360 mg, 1,2

mmol) en THF anhidro (10 ml) se agité bajo atmodsfera inerte en un bafio de hielo durante 1 h. Entonces, se afiadio
azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD, 0,31 ml, 1,56 mmol) y la agitacién continué durante 18 h a ta. Se afiadio agua
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destilada para extinguir la reaccion, THF se evaporé y la mezcla de reaccion se extrajo con cloroformo, se lavé con
agua, y se seco. El disolvente se evapord y el residuo se purificd mediante cromatografia en gel de silice (3-5 % de
acetato de etilo en éter de petréleo) para proporcionar 320 mg (63 %) de ftalimida 151: pf 196-198 °C
(metanol/diclorometano)

[a]o®® +80,7 (c 0,24, CHCI3). RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 0,88 (3H, s, H-18), 0,97 (3H, s, H-19), 1,66(3H, dt, J1 =
7,2, J2=2,0, H-21), 4,19 (1H, m, H-3), 5,12 (1H, qt, J1 = 7,2, J2 = 2,0, H-20), 7,68-7,70 (2H, m), 7,79-7,82 (2H, m).
RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 168,55 (2xC), 150,43 (CH=CH-CHs), 133,78 (2xC), 132,12 (2xC), 122,95 (2xC),
113,16 (CH=CH-CH3), 56,09, 51,28, 44,47, 43,09, 40,56, 37,31, 36,62, 35,36, 34,68, 31,50, 29,78, 27,07, 26,23,
24,41, 24,26, 23,40, 21,09, 16,95, 13,14. IR (CHCIs): 3030 (=CH); 1678 (C=C). EM: Cl m/z 431,3 (90%, M), 432,3
(100%, M+1). HR-EM (Cl) m/z para C29H3s02N (M+H) calculado: 432,2903, hallado 432,2904.

Ejemplo 71: Clorhidrato de (3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,Z)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-amina (152)

A una solucion de agitacion de ftalimida 151 (115 mg, 0,26 mmol) en metanol (20 ml), se afiadié hidrato de hidrazina
(85 %, 3 ml) y se llevo a reflujo la mezcla de reaccién durante 2 h. Entonces, se afiadio la solucion acuosa de NaOH
(6 N, 20 ml) y se agit6 durante 0,5 h, se extrajo con diclorometano, se lavé con agua y se seco. El residuo se disolvié
en cantidad minima de EtOH y se vertié en HCI acuoso al 5 % (50 ml). El clorhidrato de amina se extrajo con
cloroformo, los extractos organicos combinados se secaron y el disolvente se evaporé con presion reducida para
obtener la amina aceitosa 152 (85 mg, 94 %): [a]p?° +47,8 (c 0,33, MeOH). RMN-'H (400 MHz, CDCl3): & 0,89 (3H, s,
H-18), 1,01 (3H, s, H-19), 1,65 (3H, dt, J1 = 7,2, J2 = 2,0, H-21), 3,11 (1H, m, H-3), 5,11 (1H, qt, J1 = 7,2, J2= 2,1, H-
20). RMN-"3C (101 MHz, MeOD): & 151,25 (CH=CH-CHj), 114,45 (CH=CH-CHj3), 57,74, 52,32, 45,58, 43,24, 41,86,
38,69, 36,63, 36,01, 35,64, 32,44, 32,37, 27,88, 27,32, 26,73, 25,38, 23,68, 22,07, 17,25, 13,40. Espectro IR
(CHCIz): 3436, 1617 (amine); 3013 (=CH); 1673 (C=C); 995 (C-OH). EM: ESI m/z 302,3 (80%, M-CI). HR-EM (ESI)
mjz para C21H3sN (M-CI) calculado: 302,28423, hallado 302,28433.

Ejemplo 72: 2-(((3R,5R,8R,95,10S5,13S,14S,Z)-17-Etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilJamino)-2-oxoacetato de etilo (153)

El compuesto 153 se prepar6 de acuerdo con el procedimiento general Xl — reaccion de grupo amino en C-3 con
clorooxoacetato de etilo a partir del compuesto 152 (100 mg, 0,34 mmol). La cromatografia en gel de silice (3-5 % de
acetato de etilo en éter de petréleo) proporcioné la amida protegida 153 (105 mg, 88 %) como una mezcla
inseparable de formas ceto y enol: RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 0,86 (3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 1,38 (3H, t, J
= 7,1, H-etil), 1,65 (3H, dt, J1 = 7,2, J- = 2,0, H-21), 3,81 (1H, m, H-3), 4,34 (2H, q, J = 7,1, H-etil), 5,12 (1H, qt, J1 =
7,2, J2=2,1, H-20), 6,96 (1H, d, J = 6,9, H-NH).

Ejemplo 73: Acido 2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,Z)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilJamino)-2-oxoacético (154)

Una solucion de NaOH (110 mg, 2,75 mmol) en MeOH (2 ml) se afiadié gota a gota a 0 °C a una solucion agitada de
amida protegida 153 (110 mg, 0,27 mmol) en MeOH (3 ml). La agitacion se continué a 10 °C durante 2 h y entonces
la mezcla de reaccion se vertié en agua, se acidificod con HCI acuoso al 5 % hasta pH-2 y se extrajo con acetato de
etilo. Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron y los disolventes se evaporaron in
vacuo para proporcionar 90 mg (88 %) de amida (E/Z, 2:8) 154: RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 0,86 (3H, s, H-18),
0,97 (3H, s, H-19), 1,65 (3H, dt, J1 = 7,1, J2 = 2,0, H-21), 3,76 (1H, m, H-3), 5,12 (1H, qt, J1 = 7,2, J2 = 2,1, H-20),
7,14 (1H, d, J = 6,9, H-NH). RMN-'3C (101 MHz, CDCls): & 160,05 (COOH), 156,65 (CONH), 150,35 (CH=CH-CHg),
113,50 (CH=CH-CH3), 56,44, 51,27, 44,56, 42,43, 40,81, 37,48, 35,68, 35,48, 34,77, 33,06, 31,63, 27,40, 27,03,
26,37, 24,55, 23,61, 21,16, 17,02, 13,26. Espectro IR (CHCIs): 3422, 1690 (amida); 3013 (=CH); 1669 (C=C); 1763
(C=0). EM: ESI m/z 396,4 (100%, M+Na). HR-EM (ESI) m/z para Cz3H3sNO3 (M+H) calculado: 374,26897, hallado
374,26910.

Ejemplo 74 Acido 3-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,Z)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)Jamino)-3-oxopropanoico (155)

El compuesto 155 se prepard de acuerdo con el procedimiento general X — reacciéon de grupo amino en C-3 con 3-
cloro-oxopropionato de metilo a partir del compuesto 152 (150 mg, 0,44 mmol). La purificacion mediante
cromatografia en columna (3-5 % de acetato de etilo en éter de petréleo) proporcioné la mezcla de amidas en una
mezcla inseparable mezcla de formas ceto y enol (130 mg, 73 %). Una solucién de NaOH (28 mg, 0,69 mmol) en
H20 (1,5 ml) se afadié a 0 °C a una solucion agitada de amidas protegidas (130 mg, 0,34 mmol) en THF (1,5 ml). La
agitacion se continud a temperatura ambiente durante 2 h y entonces la mezcla de reaccion se vertié en agua, se
acidificd con HCI acuoso al 5 % hasta pH-2 y se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se
lavaron con salmuera, se secaron y los disolventes se evaporaron in vacuo. El residuo se cromatografié en gel de
silice (30 % de acetona en éter de petréleo con 1 % de TEA) para proporcionar 69 mg (46 %) de amida (E/Z, 2:8)
155: RMN-"H (400 MHz, CDCls): 6 0,85 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 1,64 (3H, dt, J1 = 7,3, J2 = 2,0, H-21), 3,23
(2H, s, COCH:CO), 3,78 (1H, m, H-3), 5,11(1H, qt, J1 = 7,2, J2 = 2,1, H-20), 7,14 (1H, d, J = 6,9, H-NH). RMN-"3C
(101 MHz, CDCls): 6 167,91, 167,86, 150,48, 113,42, 56,47, 49,99, 45,32, 44,55, 42,46, 40,72, 37,51, 35,90, 35,46,
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34,78, 33,39, 31,64, 27,67, 27,12, 26,42, 24,55, 23,65, 21,14, 16,99, 13,27. Espectro IR (CHCls): 1743 (C=0); 1662
(C=C); 1646, 1636, 1540 (amida). EM: ESI m/z 386,4 (20%, M-1), 342,4 (100%, M-COOH). HR-EM (ESI) m/z para
Ca4H36NO3 (M-H) calculado: 386,27007, hallado 386,26989.

El procedimiento usado para la preparacion del compuesto 8 se uso con el fin de preparar compuestos adicionales
enumerados en la tabla 1:

Tabla 1
Punto " Picos de EM (m/z), lon
Rotacion 1. molecular sin
C de o RMN-"H: P _
ompuesto fusion Optica [d]p H-18" H- piridinio (m/z =
o (20 °C) 1 80,1), intensidad
(°C) 19; H-3 relativa
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S5,10S5,135,14S)- 155 - 073
10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H- +41,6 Y 311,3; 100 %
. . 157 0,91; 4,44
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (116)
3-Sulfato de piridinio
(3R,5R,8S5,9S5,10S,13R,145,17S)-10,13,17- 174 - ) 0,51; . o
trimetilhnexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3- 175 216 0,91; 4,46 369,2; 100 %
ilo (117)
3-Sulfato de piridinio N/A: 0 85:
(3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14R,17R)-10,17- 152 - N on . o
N : : -0,5 4,46 0,75 355,2; 100 %
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3- 155
. (17a-Me)
ilo (118)
3-Sulfato de piridinio N/A: 0.85:
. ('SR,5R,88,9$,108,13R,14R,17S)-10,17- 155 - +26,9 4,450,90 355,2; 100 %
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3- 158
. (17B-Me)
ilo (119)
3-Sulfato de piridinio
(3R,5R,8S,9S5,10S,13R,145,17S)-17-¢til-10,13- 182 - 0,53; . o
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3- 184 +61.5 0,86; 4,47 383,1, 100 %
ilo (120)
3-Sulfato de piridinio
(3R,5R,8R,95,105,13S,14S,17R)-10,13-dimetil-17- 169 - 0,52; . o
(prop-1-en-2-ilhexadecahidro-1H- 172 *420 | 090: 445 | 395:2100%
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (121)
3-Sulfato de piridinio
(3R,5R,8R,95,10S,13R,14S,17R)-17-isopropil- 190 - 0,62; . o
10,13-dimetilhexadecahidro-1H- 194 +26,2 0,82; 4,46 397,2:100 %
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (122)
3-Sulfato de piridinio
(3R,5R,8R,95,10S,13R,14S,17R)-17-((R)-sec- 186 - 0,62; . o
butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H- 188 *13.8 | 81446 | A114100%
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (123)
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9R,10S,135,14S)- 192 - 0.66: N/A:
13-metilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren- +19,0 S ’ 341,2; 100 %
- 194 4,42
3-ilo (126)
3-Sulfato de piridinio (3R,5S,8R,9R,10S5,13S5,14S)- . . o
10,13-dimetilhexadecahidro-1H- e 82 | 00 | 498550 d/;’ngc'\)’; *
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (127) o P

Actividad biolégica — Cultivos celulares

Se midid el grado de inhibicién del receptor de NMDA activado mediante compuestos anfifilicos in vitro de manera
electrofisiologica en células HEK293 cultivadas (células 293 de rifion embrionario humano) 24-48 h después de la
transfeccion con plasmidos de ADN, que codifican la subunidad NR1-1a y NR2B del receptor de NMDA. Las células
transfectadas se identificaron por medio de la fluorescencia de la proteina verde fluorescente (GFP). Su género se
transfecto junto con los dos genes de subunidades de receptor.

Se prepararon soluciones que contenian esteroide a partir de solucion fresca (20 mmol.I"', de esteroide disuelto en
dimetil sulféxido, DMSO), que se afiadio a la solucion extracelular que contiene 1 mmol.I"" de acido glutamico y 10
umol.I'" de glicina. Se afiadieron concentraciones idénticas de DMSO a todas las otras soluciones extracelulares.

Las respuestas de corriente producidas mediante aplicacién extracelular de solucion de acido glutamico (1 mmol.I")
se midieron a partir de la célula completa mediante la técnica de patch-clamp, que se usa para el estudio del
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transporte de particulas cargadas a través del modelo y también membranas biolégicas naturales. Las corrientes se
midieron con potencial de membrana mantenido a -60 mV y +60 mV. Los compuestos de esteroide sometidos a
estudio redujeron la amplitud de respuesta provocada por acido glutamico. Con la aplicacion de 10 umol.I" de
solucién de esteroide, el efecto de inhibicion media alcanzé del 65 -70 %. Puede compararse con 100 umol.I"" del
neuroesteroide endogeno 3 sulfato de 5beta-pregnanolon-3alfa-ilo, que inhibia respuestas provocadas por el
receptor de NMDA hasta el 67 %.

Efecto de compuestos anfifilicos sobre receptores de NMDA recombinantes

Se cultivaron células HEK293 (Coleccion Americana de Cultivos Tipo, American Type Culture Collection, ATTC n.°
CRL1573, Rockville, MD) en medio Opti-MEM® | (Invitrogen) con adicion del 5 % suero bovino fetal a 37 °C y se
transfectaron con plasmidos NR1-1a/NR2B/GFP, tal como se describe en la bibliografia cientifica (Neuroscience
151, 428-438, 2008). Cantidades iguales (0,3 pg) de ADNc que codifica NR1, NR2 y GFP (proteina verde
fluorescente) (pQBI 25, Takara, Japon) se mezclaron con 0,9 ul de reactivo Matra-A (IBA, Gottingen, Alemania) y se
afiadieron a células HEK293 confluentes cultivadas en una placa de cultivo v 24-pit. Tras la tripsinacion, las células
se resuspendieron en Opti-MEM® | que contiene el 1 % de suero bovino fetal. Posteriormente, se afiadieron 20
mmol.I'" de MgClz, 1 mmol I'' de acido D,L-2-amino-5-fosfonopentanoico, 3 mmol.I"! de acido quinurénico a la mezcla
y se inocularon las células en las placas de vidrio revestidas con polilisina con 25 mm de diametro. Los siguientes
genes que codifican subunidades de receptor de NMDA se usaron para la transfeccion: NR1-1a (n.° de acceso de
GenBank U08261) y NR2B (n.° de acceso de GenBank M91562).

Se usaron células HEK293 cultivadas para las investigaciones electrofisiolégicas con una latencia de 16-40 h
después de la transfeccion. Se midieron las corrientes de célula completa mediante amplificador patch-clamp
(Axopatch 1D; Axon Instruments, Inc. Foster City, EE.UU.) tras la compensacion de capacitancia y resistencia en
serie (<10 M'Q) hasta el 80-90 %. Se filtraron las respuestas inducidas por agonistas hasta 1 kHz (filtros de Bessel
de 8 polos; Frequency Devices, Haverhill, EE.UU.), se digitalizaron con frecuencia de muestreo de 5 kHz y se
analizaron mediante el software pClamp versién 9 (Axon Instruments, EE.UU.). Las micropipetas fabricadas de
borosilicato se llenaron con solucion intracelular, que contiene 125 mmol.I"' de acido D-glucénico, 15 mmol.I'' de
cloruro de cesio, 5 mmol.I'" de EGTA, 10 mmol.I"' de tampon HEPES, 3 mmol.I' de cloruro de magnesio, 0,5 mmol.I"*
de cloruro de calcio y 2 mmol.I'" de sal de magnesio de ATP (pH ajustado a 7,2 mediante solucion de hidroxido de
cesio). La solucion extracelular (ECS) contenia 160 mmol.I' de cloruro de sodio, 2,5 mmol.I'! de cloruro de potasio,
10 mmol.I'" de HEPES, 10 mmol.I"! de glucosa, 0,2 mmol.I' de EDTA, 0,7 mmol.I"' de cloruro de calcio (pH ajustado
a 7,3 mediante solucién de hidroxido de sodio). Se afadio glicina a la soluciéon tanto de prueba como control.
Ademas, se afiadio bicuculina (10 pmol.I'") y tetrodotoxina (0,5 umol.I'") a cultivos de hipocampo. Se prepararon
soluciones que contienen esteroide a partir de solucion fresca (20 mmol.I'") de esteroide disuelto en dimetil sulféxido
(DMSOQ). Se usaron iguales concentraciones de DMSO en todas las soluciones extracelulares. Las soluciones de
control y experimental se administraron por medio de un sistema de perfusion controlado por microprocesador con
velocidad aproximada de intercambio de solucién en zonas adyacentes a las células que alcanza -10 ms.

Las respuestas de corriente producidas mediante 100 umol.I" de NMDA (en el caso de neuronas de hipocampo), o
mediante 1 mmol.I"' de glutamato (en receptores de NMDA recombinante) se midieron con potencia de membrana
mantenido a -60 mV. De manera similar tal como se ha descrito anteriormente, el sulfato de pregnanolona redujo la
amplitud de respuestas provocadas por NMDA. Tras la administracion de 100 ymol.I"' de sulfato de pregnanolona, el
efecto de inhibicién media alcanzé el 71,3+5,0 % (n=5) en neuronas de hipocampo y el 67,2+8,2 % (n=5) en
receptores de NR1/NR2B recombinantes (J. Neurosci., 25, 8439-50, 2005). Nuestros analogos sintéticos de sulfato
de pregnanolona mostraron efecto inhibidor (de modo que el nivel de inhibicién estaba en el intervalo del 30-70 % de
inhibicion maxima). El efecto relativo de inhibicion inducida por esteroide se usé para calcular Clso. El valor Clsg se
calcul6é usando la formula Rl = 1 - (1/1 + ([esteroide]/Cls0)"), donde RI significa el efecto relativo de inhibicion
inducida por esteroide y h es un parametro del coeficiente de Hill (1,2). Los valores Clsy estan indicados en la
siguiente tabla.

Los analogos recientemente sintetizados (49, 50, 51, 59, 61, 62, 64, 65, 67, 68, 69, 76, 83, 85, 88, 93, 95, 97, 101,
106, 114, 116-123, 126, 127, 128, 130) tienen el mismo mecanismo de accion en el receptor de NMDA que el sulfato
de pregnanolona, pero difiere en sus afinidades relativas para el receptor de NMDA (véase la tabla 2).

Tabla 2
Media de % ”
Compuesto de cambio Clso Concentr:i\leon
% + DE (umol) (umol.I')
Sulfato de 3alfa,5beta—pregna'nolona 672482 55 100
Compuesto de referencia
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13- 492466 21 2
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (49) T ’
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Media de %

Compuesto de cambio Clso Concentr:illeon
% + DE (umol) (umol.I')
Acido 2-(((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-2- 64,0+7,0 6,3 10
oxoetanoico (50)
Acido 2-(((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-2- 42,0+ 14,0 15,5 10
oxopropanoico (51)
Acido 2-'(((3R,5R, 108,138,148)'-10, j3-d|metllhe)('aFiecah|dro-1H- 32,0+ 5,0 232 10
ciclopenta[a]fenantren-3-il)amino)-2-oxoacético (59)
Acido ((3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro- 400+5.7 154 10
1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)amino)-3-oxopropanoico (61) o ’
p
Cloruro de 4-(((3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-N,N,N- 34,0+5,0 1,7 1
trimetil-4-oxobutano-1-amonio (62)
Acido 4-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradecahidro-1H- 459 + 11,7 12,9 10
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-4-oxobutanoico (64)
Acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,145S)-10,13-dimetil-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradecahidro-1H- 44,0+ 11,0 13,5 10
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (65)
Acido 3-(((3R,5R,8R,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-
metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3- 53,0+ 10,2 18,9 20
oxopropanoico (67)
Acido 4-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-
metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-4- 24,2+ 14,3 18,8 5
oxobutanoico (68)
Acido 4-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-
metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-4- 62,9+5,1 11,6 20
oxopentanoico (69)
Cloruro de 2-(((3R,5R,8R,95,105,13S,14S5)-10,13-dimetil-17-
metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-N,N,N- 50,0 £ 10,0 51,7 50
trimetil-2-oxoetano-1-amonio (76)
Acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,Z)-17-¢tiliden-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-3- 60,5+ 10,1 20,7 30
oxopropanoico (83)
Acido 5-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,2)-17-¢tiliden-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-5- 594+7,8 38,4 50
oxopentanoico (85)
Acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17R)-10,13-dimetil-17-
(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)- 46,0+0,9 11,8 10
3-oxopropanoico (88)
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S5,10S5,13S5,14S5,17S)-17-yodo- 90.5 + 2.2 08 5
10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (93) o ’
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S5,10S5,135,14S)-17,17-difluoro- 612451 70 10
10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (95) T ’
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13S,145,17S)-10,13-
dimetilhexadecahidroespiro[ciclopenta-[a]fenantren-17,2"-oxiran]- 78,0+8,9 45 100
3-ilo (97)
2-Sulfato de piridinio (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a,6a- 69.1+59 23 5
dimetiloctadecahidrocrisen-2-ilo (101) T ’
Acido (4S)-4-amino-5-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a- 487+63 106 10
dimetiloctadecahidrocrisen-2-il)oxi)-5-oxopentanoico (106) o ’
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S)-10,13-dimetil- 59.1 +3.8 21 3
16-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (114) o ’
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S5,10S5,135,14S)-10,13-dimetil- 68.3 + 4.3 14 3
17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (116) o ’
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17- 731+ 6.7 11 3
trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (117) T ’
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13S,14R,17R)-10,17- 68.0+78 15 3
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (118) T ’
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S,10S,13R,14R,17S)-10,17- 811+21 07 3

dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (119)
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Media de %

Compuesto de cambio Clso Concentriclon
% + DE (umol) (umol.I')
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S5,10S,13R,14S5,17S)-17-¢til- 84.9+3.6 05 3

10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (120)
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17R)-10,13-
dimetil-17-(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H- 71,7 £ 8,0 0,4 1
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (121)
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S,17R)-17-

isopropil-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3- | 59,6 + 18,8 2,0 3
ilo (122)
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S,17R)-17-((R)-
sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren- 46,2 +2,3 1,7 10
3-ilo (123)
3-Sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9R,10S,13S,14S)-13-
metilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (126) 68374 5.4 10
3-Sulfato de piridinio (3R,5S,8R,9R,10S5,13S5,14S)-10,13- 340+ 5.0 17 3

dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo (127)

Acido (4S)-4-amino-5-(((3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-

dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-5- 36,7+7,0 1,6 1
oxopentanoico (130)

Acido 1-((3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-

dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)-5- 347+7,2 17,7 10

oxopirrolidin-3-carboxilico (131)
2-0x0-2-(((3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-
trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3- 17,5+1,8 3,7 1
illamino)acetato de sodio (138)
Acido 3-oxo0-3-(((3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-
trimetilhnexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3- 17,8 +6,5 3,9 1
illamino)propanoico (140)
2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-Butil)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)Jamino)-2- 7,3+3,0 9,4 1
oxoacetato de sodio (148)
Acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)Jamino)-3- 33,6 +6,1 18,3 10
oxopropanoico (149)
Acido 2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,7)-17-¢tiliden-10,13-
dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)Jamino)-2- 57+23 1,7 1
oxoacetico (154)

Acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,Z)-17-¢tiliden-10,13-

dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)Jamino)-3- 54,4 +5,0 8,7 10

oxopropanoico (155)

Experimentos in vivo

En la parte experimental 1 se usaron ratones de laboratorio machos adultos (30-35 g), raza CD-1 de Velaz facility,
Czech Republic. Se alojaron los ratones en cajas de plastico con un ciclo de luz de 12 horas (luz encendida a las
7:00 pm). Los ratones tenian acceso libre a comida y agua.

En la parte experimental 2 se usaron ratas macho adultas (3 meses de edad, 300-400 g) de la raza Long-Evans. Los
animales proceden de manadas del Instituto de Fisiologia ASCR. Las ratas se alojaban en cajas de plastico
transparentes con el mismo ciclo de luz que en el caso de los ratones. Los animales tenian libre acceso a comida y
agua. Todo los experimentos se llevaron a cabo a la luz del dia. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo
con la ley de proteccion de animales contra la crueldad.

Productos quimicos usados

Los compuestos de esteroide anfifilicos se disolvieron en una solucién de 3 g de (2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina
(CDX, Sigma-Aldrich) y 157 mg de acido citrico (acido 3-hidroxi-penta-1,3,5-tricarboxilico, Sigma-Aldrich) en 30 ml
de agua destilada, el pH se ajusté a 7,4 usando hidroxido de sodio (NaOH, Sigma-Aldrich). Por tanto se prepararon
soluciones de los cuatro esteroides para tasas de aplicacion de 0,1, 1, 10 y 100 mg/kg.

La eficacia de los compuestos sometidos a estudio se comparé con el antagonista de NMDA conocido memantina

(Sigma-Aldrich) en una dosis de 5 mg/kg en ratas, ketamina (Vétoquinol) en 10 mg/kg y dizocilpina (MK-801)
(Sigma-Aldrich) en una dosis de 0,3 mg/kg en ratones. Estos tres compuestos se disolvieron en solucién salina (B
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Braun).

Las ratas anestesiadas se usaron en operaciones con isoflurano (3,5 %, Baxter). Para retirar la lesion excitotdxica
del hipocampo dorsal se aplicé 0,05 mol.I'" de solucion de NMDA (Sigma-Aldrich) en 0,4 mol.I'" de solucion de
tampon fosfato preparada mezclando 356 g de NaHPO4-12 H,O (M, 358,14) en 4,21 de agua destilada y una
soluciéon de 62,4 g de NaHPO,4- 2H,O (My, 156,01) en 0,81 de agua destilada. El pH de la solucion resultante de
NMDA se ajusté a 7,4 con NaOH.

Dispositivos

En las operaciones se usaron aparatos estereotacticos de dos brazos (Kopf Instruments) y una bomba de
microinfusion (TSE Systems). Para la anestesia se us6 un vaporizador para isoflurano (AE Services & Supplies) y
una mascara de inhalacion para ratas.

Los aparatos especiales usados en las tareas de comportamiento se describiran a continuaciéon junto con el
procedimiento en el experimento.

Parte experimental 1

Se eligio el ratén de laboratorio como organismo modelo para este experimento. Los experimentos siguientes se
realizaron tal como se describe en Front Behav. Neurosci. 8, 130 (2014).

Ensayo de comportamiento primario

El fin del ensayo de comportamiento primario era determinar rapidamente el efecto de compuestos sobre funciones
dependientes del SNC y cualquier signo de toxicidad. Una modificacion simplificada del test de Irwin se seleccioné
con respecto al perfil de comportamiento de antagonistas del receptor de NMDA. Los ratones se sometieron a
ensayo de manera individual. El farmaco de estudio se administré por via intraperitoneal (tabla 3) en una dosis de 1
mg/kg. El grupo control consistia en individuos que recibieron la soluciéon CDX o solucién salina.

Laberinto en cruz elevada

Se uso6 el experimento de laberinto en cruz elevada (EPM) para determinar el efecto de compuestos sobre la
ansiedad de animales en una dosis de 1 mg/kg. Dos grupos control de animales se usaron, a los que se administré
solucion salina fisiolégica y solucién CDX, respectivamente. Un antagonista de receptor de NMDA no competitivo -
ketamina (10 mg/kg) se administr6 a un grupo comparativo. Los compuestos se administraron a ratones por via
intraperitoneal durante 30 minutos antes de la prueba en el EPM.

Campo abierto

Las sustancias en dosis de 0,1-100 mg/kg se administraron antes de la prueba a ratones por via intraperitoneal.
Como controles se usaron ratones intactos y ratones que recibieron solucion CDX. También se us6 MK-801 (0,3
mg/kg) para la comparacion de efectos de antagonista no competitivo de receptores de NMDA. A partir del
experimento se evalud la pista en general en cualquier parte en la arena como indicador de la actividad locomotora.
Ademas, se evaludé una pista de segmentos de diez minutos durante cada experimento. Basandose en estos
valores, era posible determinar el tiempo de latencia de aparicién de la acciéon y cambios en la actividad locomotora
durante el tiempo.

En esta disposicion, se evalué el efecto sedante de los compuestos sometidos a estudio en la maxima dosis. A los
ratones se administro la sustancia relevante en dosis de 100 mg/kg para demostrar el efecto sedante, o vice versa 'y
efectos téxicos inesperados de altas dosis de los compuestos sometidos a estudio. Con el tiempo se controlo la
actividad locomotora y posibles cambios caracterizados por temblores, ataxia, inquietud o sedacién o anestesia
general (ausencia de respuesta a estimulos, tono muscular reducido).

Natacion forzada

Este ensayo se usd para controlar el efecto antidepresivo. Los animales flotan durante 6 minutos en cilindros
acrilicos en agua a 24 °C. Se evalla un periodo de inmovilidad. La reduccion es una manifestacion de propiedades
antidepresivas de farmacos.

Ensayo de evitacion pasiva

El ensayo de memoria motivada aversiva se evalué basandose en la entrada de latencia en la sensacioén preferente,
pero desagradable asociada con el dispositivo de suministro.
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Parte experimental 2

En este experimento, se evaluaron los efectos neuroprotectores para compuestos de esteroides anfifilicos. El
procedimiento se realizé de acuerdo con Neuropharmacology 61, 61-68 (2011).

Lesioén excitotoxica bilateral del hipocampo dorsal

Las ratas se dividieron de manera aleatoria en once grupos. El grupo control incluia animales operados, a los que se
inyect6 tampon fosfato pH 4,7 en el hipocampo. En el segundo grupo, los animales tenian lesiones de NMDA del
hipocampo. A los animales del tercer grupo se les administré el antagonista de NMDA usado clinicamente
memantina en una dosis de 5 mg/kg después de la lesion de NMDA. A los otros grupos se les administro
compuestos en una dosis de 1 mg/kg.

Evitacion activa de lugar alotética (AAPA)

El ensayo se realizé en un campo giratorio con sector prohibido en forma de un sector circular (60 °). Si la rata
entraba en el sector, sus extremidades recibian impulso eléctrico débil. Si el animal no dejaba el sector, el pulso se
repetia cada 1200 ms.

El ensayo de memoria y cognicion espacial en ratas usando AAPA se evalu6 durante cuatro sesiones, que en ratas
sanas son suficientes para alcanzar el nivel asintético (Behav. Brain. Res. 189, 139-144 (2008)). Para evaluar la
memoria y la cognicion espacial se usaron los datos de la cuarta sesion, y el nimero de entradas en el sector
prohibido y la maxima evitacion del sector. Estos datos se analizaron fuera de linea (usando TrackAnalysis,
Biosignals Group) y entonces se evaluaron de manera estadistica. Después del experimento, la localizacion de la
lesién se verificd de manera histoldgica.

Evaluacion estadistica

Los datos se analizaron usando el ensayo no paramétrico de criterios de Mann Whitney usando el GraphPad. La
diferencia se consider6 significativa para p <0,05, para una tendencia no significativa entonces para 0,05 < p <
0,075. El grafico muestra promedios, representando las barras de error el error estandar de la media (SEM).

Resultados de experimentos in vivo
Parte experimental 1

La deteccion de comportamiento primario no revelé ningun comportamiento anémalo después de la administracion
de los compuestos sometidos a estudio (1 mg/kg), véase la tabla 3. Los reflejos de ratones y su equilibrio y
coordinacion motora eran normales. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

La tasa de ansiedad se evalu6 basandose en el niUmero de entradas en los brazos abiertos y el tiempo total gastado
en los brazos abiertos del laberinto. Se ha mostrado que tras la administraciéon de glutamato de androstano en 1
mg/kg aumentaron significativamente los dos parametros en comparacion con ambos grupos control (solucién salina
y solucion CDX, respectivamente), que demuestra los efectos ansioliticos de glutamato de androstano. Los valores
maximos de ambos parametros controlados de todos los compuestos de prueba se lograron tras la administracion
de glutamato de androstano en 1 mg/kg.

La administracion de glutamato de androstano en dosis de 10 mg/kg indujo un aumento significativo en el tiempo
total gastado en los brazos abiertos en comparacion con animales de ambos grupos control de EPM, el nimero de
entradas en los brazos abiertos no estaba alterado significativamente en comparacion con los grupos control
(solucion salina, CDX). No habia diferencia significativa entre los dos grupos control en ninguno de los parametros
estudiados.

El efecto antidepresivo se sometié a estudio de manera similar en un ensayo de natacion forzada. La eficacia se
evalué como una reduccion de la flotaciéon en ratones tras la administracion de los compuestos sometidos a estudio,
como sustancia de referencia se uso ketamina, que de acuerdo con la bibliografia mostré efecto antidepresivo. De
manera similar a las detecciones previas se demostré una reduccion significativa de la flotacion y latencia mas larga
con respecto a la primera flotacion mediante glutamato de androstano tras la administracion en una dosis de 1
mg/kg.

El efecto de los compuestos sometidos a estudio en la actividad locomotora espontanea de animales se evalud
mediante el recorrido total en el ensayo de campo abierto durante un periodo de 50 minutos. No hubo una diferencia
significativa entre el recorrido global de ratones en ambos grupos control (animales intactos y CDX). La
administracion de dizocilpina (0,3 mg/kg) dio como resultado aumentos significativos en el recorrido global en
comparacion con el grupo control que se administré con una solucién de CDX. No se observo una tendencia a un
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aumento en comparacion con animales intactos (p = 0,0653).

La administracion de sustancias 67, 68, 69, 81, 84, 106 y 130 en una dosis de 10 y 100 mg/kg dio como resultado
una reduccion significativa del recorrido en comparacién con los ratones intactos. En dosis inferiores no se observo
(al contrario de los grupos con dizocilpina) hiperlocomocion. Estos resultados sugieren un bajo riesgo de induccion
de efectos secundarios tipicos del antagonista de NMDA tras la administracion de las sustancias controladas
mencionadas anteriormente. Los valores de recorrido en cada experimento de secciones de diez minutos estan en
directa conexion con los cambios en la actividad locomotora durante el tiempo. Para la comparacién estadistica de
estos cambios, se us6 el calculo del area bajo la curva, que es una expresion directa del curso de tiempo de
cambios en la pista precedente. El calculo del area bajo la curva se realizdé siempre para cada observacion y
entonces los datos resultantes se compararon estadisticamente entre los grupos. Los resultados indican que la
locomocion del animal intacto se redujo gradualmente. La tendencia era similar en el grupo de ratones después de la
administracion de CDX. No hubo diferencia significativa de la actividad locomotora de los animales intactos y los
animales inyectados con solucion de CDX. En el caso de dizocilpina (0,3 mg/kg) por otro lado ha habido un aumento
gradual de la actividad locomotora. El nivel de locomocion (en el nivel maximo y relativamente estable) se mantuvo
entre los 20 y 50 minutos después de la administracion. La actividad locomotora total tras la administracion de
dizocilpina era también significativamente mas alta en comparacion con dos grupos control.

La administracion de compuestos 67, 68, 69, 81, 84, 106 y 130 en la dosis mas alta de 10 resp. 100 mg/kg indujo
una reduccion significativa en la actividad locomotora. La ligera disminucién de la locomocién se observo ya tras 10
min después de la administracion. Entre el minuto 20 y 40 era minima la actividad locomotora, los animales
mostraron signos significativos de somnolencia y sedacion general, el efecto era mas pronunciado para glutamato de
androstano.

El deterioro de la memoria leve en el ensayo de evitacion pasiva se observé sélo para la sustancia 84 usada en una
dosis de 1 mg/kg. Para otras sustancias no se observaron efectos adversos en la formacién de rastros de memoria,
lo que se describe en la bibliografia para diversos antagonistas de NMDA.

Parte experimental 2

Por motivos de imperativo ético para reducir el nimero de animales de laboratorio usados en el experimento, sélo la
sustancias con el resultado mas grande se seleccionaron para la siguiente fase.

Evitacion activa de lugar alotética

La lesion por NMDA del hipocampo dorsal en ratas indujo déficit cognitivo, manifestado como un aumento
significativo del numero de entradas en las zonas prohibidas y una reduccion significativa del tiempo maximo de
evitacion del sector en la cuarta sesion de AAPA en comparacion con el grupo control. En ratas a las que se
administr6 después de la operacion el compuesto 67 y 130 en una dosis de 1 mg/kg, hubo una reduccion
significativa del nimero de entradas en el sector prohibido durante la cuarta sesion del grupo de AAPA en
comparacion con NMDA. Ambos farmacos también aumentaron significativamente el tiempo maximo de evitacion del
sector durante la cuarta sesion debido a NMDA. Estos hallazgos apuntan a mitigar los déficits cognitivos y por tanto
la actividad neuroprotectora de los compuestos 67 y 130. Ademas, se observé una tendencia al aumento del tiempo
maximo de evitacion y un numero reducido de entradas en las zonas prohibidas en ratas con administracion de
compuestos 68, 81 y 84 y memantina usada clinicamente. Se pronuncié mas el déficit cognitivo en el grupo de
NMDA. Por el contrario, los mejores resultados cognitivos de ensayos los mostraron los animales de control.

Tabla 3: Resultados resumidos

Ensayo Ensayo de
Efecto Ensayo de Ensayo de campo de Lesion por o
Compuesto . . o natacion
sedante comportamiento abierto evitacion NMDA
. forzada
pasiva
. Mejora en la
La aparicion . L
rapida de Ninguna Ninguna Ninguna cognicion en
e ; . . . violacion AAPA Flotacion
sedacion en evidencia de evidencia de . .
. . . e de después de reducida
una dosis de toxicidad hiperlocomocién . s
100mg/kg memoria lesion por
NMDA
67 + + + ++++
68 + + + + +++
69 + + + -/+
81 + + + + ++ -
84 + + + -/+ ++
106 - + + + - -
130 + + + + +++++ +
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- el efecto deseado no se observo,
-/+ el efecto deseado era insuficiente,
+ el efecto deseado se observd

Aplicabilidad industrial

Los compuestos de la presente invencion pueden producirse industrialmente y pueden usarse para el tratamiento de
muchas enfermedades del sistema nervioso central tal como: dafo hipéxico e isquémico del SNC, accidente
cerebrovascular y ofros cambios patolégicos causados por hiperexcitacién; cambios y trastornos
neurodegenerativos; trastornos afectivos, depresion, trastorno por estrés post-traumatico, y enfermedades
relacionadas con el estrés; esquizofrenia y otros trastornos psicoticos; dolor, hiperalgesia, perturbacion en la
percepcion del dolor; adiccion; esclerosis multiple y otras enfermedades autoinmunitarias; epilepsia y otros
trastornos que manifiestan ataques hiperplasicos y cambios en el sistema nervioso central, tumores del sistema
nervioso central, incluyendo gliomas.
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REIVINDICACIONES
Compuesto anfifilico, seleccionado de:

3-sulfato de piridinio(3R,5R,88S,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-
ilo (49),

acido 2-(((3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)oxi)-2-
oxoetanoico (50),

acido 2-(((3R,5R,8S,9S5,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-2-
oxopropanoico (51),

acido 2-(((3R,5R,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)Jamino)-2-
oxoacetico (59),

acido ((3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-il)Jamino)-3-
oxopropanoico (61),

cloruro de 4-(((3R,5R,8S,9S5,10S5,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-
N,N,N-trimetil-4-oxobutano-1-amonio (62),

acido  4-(((3R,5R,8R,9S5,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-4-oxobutanoico (64),

acido  3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (65),

acido 3-(((3R,5R,8R,10S5,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-3-oxopropanoico (67),

acido 4-(((3R,5R,8R,9S5,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-4-oxobutanoico (68),

acido 4-(((3R,5R,8R,9S5,108,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
il)oxi)-4-oxopentanoico (69),

cloruro de 2-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-N, N, N-trimetil-2-oxoetano-1-amonio (76),

acido 3-(((3R,5R,8R,9S5,108,13S5,14S,Z)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-il)oxi)-3-oxopropanoico (83),

acido 5-(((3R,5R,8R,9S5,108,13S5,14S,7)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-il)oxi)-5-oxopentanoico (85),

acido 3-(((3R,5R,8R,95,10S,13S,14S,17R)-10,13-dimetil-17-(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)-3-oxopropanoico (88),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17S)-17-yodo-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (93),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,95,10S,13S,14S)-17,17-difluoro-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (95),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17S)-10,13-dimetilhexadecahidroespiro[ciclopenta-
[alfenantren-17,2'-oxirano]-3-ilo (97),

2-sulfato de piridinio (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a,6a-dimetiloctadecahidrocrisen-2-ilo (101),

acido (4S)-4-amino-5-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a-dimetiloctadecahidrocrisen-2-il)oxi)-5-
oxopentanoico (106),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S5,10S,13R,14S)-10,13-dimetil-16-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (114),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,95,105,13S,14S)-10,13-dimetil-17-metilenhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (116),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,9S5,105,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (117),
3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,95,105,13S,14R,17R)-10,17-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (118),
3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S,95,10S,13R,14R,17S)-10,17-dimetilhexadecahidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (119),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8S5,95,105,13R,14S,17S)-17-€til-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (120),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S5,10S5,13S,14S,17R)-10,13-dimetil-17-(prop-1-en-2-il)hexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (121),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,95,10S,13R,14S,17R)-17-isopropil-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (122),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9S5,105,13R,14S,17R)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo (123),

3-sulfato de piridinio (3R,5R,8R,9R,10S,13S,14S)-13-metilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-ilo
(126),

3-sulfato de piridinio (3R,5S,8R,9R,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
ilo (127),

acido (45)-4-amino-5-(((3R,5R,8S,95,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
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3-il)oxi)-5-oxopentanoico (130),

acido 1-((3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)-5-
oxopirrolidin-3-carboxilico (131), mezclas de isémeros
2-oxo0-2-(((3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[alfenantren-3-
illamino)acetato de sodio (138),

acido 3-ox0-3-(((3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S,17S)-10,13,17-trimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-il)amino)propanoico (140),
2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
illamino)-2-oxoacetato de sodio (148),

acido 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S)-17-((R)-sec-butil)-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-il)amino)-3-oxopropanoico (149),

acido 2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,148S,Z)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-il)amino)-2-oxoacético (154),

acido 3-(((3R,5R,8R,9S5,108,13S5,14S,7)-17-etiliden-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-
3-il)amino)-3-oxopropanoico (155).

El compuesto anfifilico de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso como un medicamento.

El compuesto anfifilico de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso en un procedimiento de tratamiento
de trastornos neuropsiquiatricos asociados con el desequilibrio en el sistema de neurotransmisores
glutamatérgicos, tal como dafio isquémico de SNC, cambios y trastornos neurodegenerativos de SNC,
trastornos afectivos, depresion, trastorno por estrés post-traumatico, y enfermedades relacionadas con el
estrés, ansiedad, esquizofrenia y trastornos psicéticos, dolor, adiccién, esclerosis multiple, epilepsia, glioma.

Una composiciéon farmacéutica para uso humano o veterinario, caracterizada porque comprende como
principio activo al menos un compuesto anfifilico de acuerdo con la reivindicacion 1.

La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, para su uso en un procedimiento de
tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos asociados con el desequilibrio del sistema de
neurotransmisores glutamatérgicos, tal como dafio isquémico en el sistema nervioso central, cambios y
trastornos neurodegenerativos del sistema nervioso central, trastornos afectivos, depresion, trastorno por
estrés post-traumatico, y enfermedades relacionadas con el estrés, ansiedad, esquizofrenia y trastornos
psicéticos, dolor, adiccién, esclerosis multiple, epilepsia, glioma.

Uso no terapéutico de un compuesto anfifilico de acuerdo con la reivindicaciéon 1, como aditivos alimenticios
o principios activos de preparaciones cosméticas pensados para mejorar la respuesta de las partes
individuales del organismo frente a un aumento de estrés, en particular frente a un aumento de estrés
oxidativo, estrés nutricional y estrés causado por radicales libres o frente al envejecimiento.
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