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RESUMEN

1. RESUMEN

El presente trabajo describe una nueva metodologia para la sintesis del derivado colestanico
4 con una piranona en ¢ 1 anillo E, a partir de Acetato de Hecogenina (1). El producto se
obtuvo mediante la ape rtura regioselectiva del compuesto 3 con BF5;-OEt, y anhidrido
acético. La estructura de los compuestos 4 y 5 se asignd6 mediante RMN de una y dos
dimensiones.

NaNO, (11.5 eq.)
BF;-OEt; (6.3 eq.)

AcOH, [0.1M] )CJ)\
2h.ta. B
a 0 a BF5-OEt,
2 (11.3 eq.)
45h.| HCOOH
ta. | [0.1M]

BF30Et2 (5 eq)
O/< Ac,0 (10.3 eq.)
-

)OJ\ DCM [0.1 M]
(@) g 4.5h.
4 EtOH/ KOH 10%
[0.05 M]
15 min. t.a.

Esquema 1.- Ruta sintética para la obtencion del compuesto 5.
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2. INTRODUCCION

Los esteroides juegan un papel mu y importante en nuestra ex istencia. En los mamiferos
participan en muchas funciones vitales, alg unos con roles estructural es, otros actuando
como mensajeros quimicos y reguladores fisiolégicos. Muchos son indisp ensables para el
funcionamiento del cuerpo humano, como las hormonas sexuales y los corticoides.'

Sin embargo, no fue sino hasta finales de la década de los 30, con los descubrimientos de la
sintesis de hormonas sexuales por Rusell E. Ma rker,” que se centrd la atencién cientifica
mundial sobre los esteroides, ya que favorecieron el desarrollo de nuevos farmacos a costos
mucho mas accesibles, dando pauta a que la elaboracion de los esteroides tuviera un gran
desarrollo econdémico por sudemanda para lafa bricaciéon de diversos fA rmacos;
propiciando la creacion de grandes empresas farmacéuticas en México para la obtencion de
compuestos con actividad hormonal.

No obstante, el evento mas revolucionario en la quimica de los esteroides se desarr oll6 en
1951 cuando Mir amontes, investigador del Instituto de Quimicade la UNAM, en
colaboracion con Rosenkranz y Djerassi, investigadores de Syntex, propusieron la sintesis
de la noretisterona (Figura 1), que es el compuesto activo base del primer anticonceptivo

C , . . 3
oral sintético, que tendria grandes repercusiones socioculturales y en la salud humana.

Figura 1. Noretisterona.

Las investigaciones en el campo de sustancias esteroidales se incrementaron por la gran
demanda de estos compuestos. Actualmente, existen en el mercado diversos farmacos con
estructura esteroidal los cuales pres entan un amplio espectro terapéutico, que van desde el
cancer de seno y prostatico, problemas de cal vicie, reduccion de efectos del asma,
tratamientos antiinflamatorios, entre otras (Figura 2).
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Figura 2. Algunos medicamentos de origen esteroidal empleados en la actualidad.

El estudio de los esteroides ha continuado ha sta nuestros dias, tanto des de la perspectiva
quimica como bioldg ica, llevando al d escubrimiento de nuevos med icamentos y al
desarrollo de elegantes estrategias en sintesis organica. Con el pas o del tiempo los
esteroides han demostrado ser ex celentes modelos para obtener informacién valiosa de
especies reactivas como los carbocationes ora dicales, asico mo del andlisis
conformacional, por lo que han dejado una fuerte influencia en las ramas de la quimica, la
biologia y la medicina.

No obstante, en la ultimas décadas el descubrimiento de varios metabolitos esteroidales de
origen vegetal y marino con potentes propiedades anticancerigenas y altamente selectivos
entre los que podemos citar las riterazinas, que son dimeros esteroidales simétricos unidos
por un anillo de piraz ina central, o el glicoesteroide (OSW-1) formado por un esqueleto
colestanico unido a un o ligosacarido ha atraido nuevamente la atencidon de investigadores

(21
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INTRODUCCION

alrededor del mundo a la busqueda de nuevas rutas sintéticas para obtener nuevos derivados
o analogos (Figura 3).

Hemisferio Norte

o =

Hemisferio Sur

0]
AcO 5
o/ ™1
HO Og-p_C6H4OCH3
0]

HO

OSW-1

Figura 3. Ejemplos de esteroides de origen natural con potente actividad anticancerigena.

Mas alla de aplic aciones bioldgicas y terapéuticas, la quimica de esteroides ha alcanzado
nuevos horizontes al encontrar en la ciencia de materiales una nueva area de oportunidad.
Asi, recientemente varios acidos biliares han sido empleados en la sintesis de estructuras
poliméricas las cuales han llevado al ~ desarrollo de dispositivos de  dptica no lineal,
pigmentos organicos especificos y como libera dores de f4 rmacos al most rar altas
biocompatibilidades, largas vidas medias y baja toxicidad.* De igual manera los esteroides
han sido util izados en la sintesis de rot ores moleculares, donde se ha n empleado las
propiedades deri gidéz y facilidad de cr istalizacién en varias for mas polimorficas de
aquellos para sintetizar moléculas que ge neren movimientos concertados y de este modo
canalizar estos movimientos para la generacion de trabajo.’

Regresando al ambito biomédico, se ha desc  ubierto que varios de rivados esteroidales
naturales y sintéticos muestran actividades bioldgicas muy atractivas tales como efectos de
antienvejecimiento® e inhibidor de la sintesis de plac as f-amiloide, el cual es uno de los
causantes de la enfermedad de Alzheimer’ (acetato de diosgenina), prometedor candidato
para later apia antidemencial® (denosomin). Quizd atn mas sor prendente es el
descubrimiento en 2010 de la hormona prog  esterona (Figura 5) en pla ntas superiores

(41
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(Junglans regia, nogal)’ cuya presencia hasta hace pocos e crefa era exclusiva de
mamiferos.

Con base en lo ante riormente descrito, la quimica de esteroides ha adquirido nuevas y
variadas aplicaciones, asi pues, en este trabajo se describe la sintesis de un nuevo derivado
colestanico a través de la apertura regioselectiva del anillo del sistema 23-espirocetélico de
una 12 cetosapogenina esteroidal.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Sapogeninas Esteroidales

Las saponinas (d el latin sapo: jabon son comp uestos que al agitarse en agua producen
abundante espuma. Debido a esta propiedad, a las plantas que las contienen se les usa como
jabon, tal es el caso de los rizomas de varias  especies de Amarilididceas que se les usaba
como jabon desde épocas prehispanicas y atn en la actualidad.'

Las sapogeninas esteroidales se en cuentran ampliamente distribuidas en la natura leza;
suelen estar presentes en el g énero vegetal, marino y terrestre.'’ Un 88 % de las plantas
estudiadas contienen saponinas. Anteriormente no se conocia su papel en el desarrollo o
vida de las plantas, p ero actualmente se ha visto que las saponinas son compuestos
importantes en la defensa de la planta. Algunas son reguladores del crecimiento, y también
presentan actividades alelopaticas, asi como actividades molusquicidas y fungicidas. Se
encuentran en mucha s familias de monoco tiledoneas, especialmente en la fa milia de
Dioscoraceae, Liliaceae y Amarilidaceae, las cuales frecuentemente tienen altas
concentraciones de esteroides. También se encuentran en Solanaceae, Simarubaceae y
Esmilacaceae (Zarzaparrilla).'

Las saponinas esteroidales son productos n aturales que comiinmente presentan una gran
diversidad de actividades biolégicas.'? La hidrolisis 4cida o enzimatica de estos compuestos
da origen a una sustancia libre del o de los aztcares, formando asi la sapogenina, las cuales
pueden ser de tipo esteroidal o triterpénica dependiendo de la naturaleza de la aglicona, a su
vez, lasdetipoeste roidal presentan estructuras de tipo colestanic a, furostdnica o
espirostanica. (Figura 4). Las sapogeninas colestanicas se caracterizan del resto por exhibir
en el C-17un a cadenalater al abierta alifatica, lacu al puede pr esentar diversas
sustituciones. A su vez las sapogeninas furostanicas, poseen una estructura del tipo 16,22 -
epoxicolestanica, es decir, un anillo de tetrahidrofurano E fusionado en forma cis al anillo
D, el cual presenta un grupo OMe en el C -22 o0 una insatura ciéon entre C-20 y C-22. Las
sapogeninas furostanicas también suelen exhibir un grupo OH sobre el C-26, ya que en su
forma de saponina pueden ser bidesmosidicas, es decir, que presentan unidades de azlcares
sobre los hidroxilos que se encuentran en los C -3 y C-26, y la configuracion del C-25 es
generalmente R. Por su parte las sapogeninas es pirostanicas presentan seis anillos en s u
esqueleto, dos de los cu ales son heter ociclos que dan lugar al caracter istico espirocetal
anomérico en C-22, punto de fusion entre los an illos E y F. La configuracion del carbono
espirocetalico en casi todas las sapogeninas naturales es R.
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HO
Colestanica Furostanica Espirostanica

Figura 4. Diferentes sapogeninas esteroidales.

Todas las sapo geninas poseen el nicleo comun ciclopentanoperhidrofenantreno, con una
fusién trans entre los anillos B/C y C/D, dos metilos angulares (Me-18, Me-19) orientados
en elplano f, y un tercer metilo(M e-21) que se encuentra a-orientado (20S).
Adicionalmente a esto, difieren en la configuracion del atomo de ¢ arbono 25, de tal for ma
que los compuestos conel g rupo metilo a-orientado en posicion ecuatorial, presentan
configuracion 25R, mientras que las estructuras con metilo S-orientado en ax ial, tienen
configuracion 25S. Al igual que las sapogeninas furostanicas, la fusion d e los anillos D/ E
de sapogeninas espirostanicas es CiS.

Cabe mencionar que ademas de las diferencias existentes en la cadena lateral existen otras
de tipo estructurales en el esqueleto esteroi dal, ejemplo de ello la func ionalizacion y la
estereoquimica en la fusion de los anillos A/B  (5a- y 5p-esteroides): (sarsasapogenina y
esmilagenina) presentan fusion cis de los anill os A/B mientras que 1 os Sa-esteroides
(tigogenina y hecogenina) tienen fusion trans en los anillos A/B, también pueden contener
una insaturacion entre el carbono puente C-5 y C-6 (diosgenina y botogenina). Por tltimo
la presencia de un carb onilo sobre el C-12, les confiere una reactividad diferente a las
demds sapogeninas espirostanicas como se observa enlafi gura 5 (hecogenina y
botogenina). Todas las sapogeninas mencionadas presentan en el C-3 un grupo OH libre, el
cual proviene de la hidrélisis de las cadenas de carbohidratos en su for ma de saponina
original.
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Diosgenina Botogenina
10 11

Figura 5. Ejemplo de algunas sapogeninas espirostanicas.

3.2 Reactividad de la cadena lateral de las sapogeninas espirostanicas

Otra caracteristica importante de las sapogeninas espirostanicas es que representan materias
primas economicas para la sintesisde compuestos esteroidales con aplicaciones
medicinales,"? muchos de ellos hormonas esteroidales que pueden ser obtenidas mediante la
degradacion de Marker de lac adena espirostanica.'® En las tltimas déc adas la
funcionalizacion de la cadena lateral de estas sapogeninas, se ha convertido en el principal
objeto de estudio debido a su aplicacion en la sintesis de al gunos productos naturales con
importante actividad biolég ica, por ejemplo, la sintesis de cefa lostatinas,"> analogos de
brasinoesteroides,'® glicoespirostanos,'’ etc. Cabe menc ionar que la actividad biolog ica
observada en estos compuestos depende de los grupos funcionales unidos al nucleo y su
estereoquimica, asi como dela estereoquimica de la fusionde los anillos. Ademas
actualmente la sintesis de muchos productos naturales de tipo esteroi dal se enc uentra
cimentada en estudios previos de la reactividad quimica de la cadena lateral de sapogeninas
espirostanicas, las cuales se discuten a continuacion.
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3.3 Apertura espirocetélica de las sapogeninas espirostanicas

Los primeros estudios de la apertura del sistema espirocetalico de sapogeninas esteroidales
datan de 1939 cuando Russel E. Mar ker trabajé en Méx ico con un tu bérculo llamado
“cabeza de negro” (Dioscorea macrostaycha), del cual aisl6 cantidades considerables de
una sapogenina espirostanica a la que nombro6 diosgenina (10) y a la que posteriormente
sometio a reaccion bajo reflujo en anh idrido acético. Dicha reaccidn seria conocida tiempo
después como “Degradacion de Marker”'® debido a la relevancia que tuvo el sintetizar por
primera vez progesterona a partir de diosgenina, en tan solo cinco pasos. Hasta entonces la
progesterona (12) se ha bia obtenido de animales, de | cual solo se obtenian pequefias
cantidades haciéndola un fairmaco de elevado costo. Al afio s iguiente Marker report6 la
obtencion de testosterona a partir de sars asapogenina (6) (Esquema 2),'” otra sapogenina
espirostanica. La obtencion de testosterona (13) también se realizd en cinco pasos y cabe
sefalar que dichas secuencias de sintesis se pudieron escalar industrialmente y asi, en
menos de dos afios, se  tuvo acceso a las dos principales hormonas sexuales para el
tratamiento de div ersas enfermedades, ademas de colo car a Méx ico como lideren la
sintesis de hormonas sexuales.

Progesterona
12

OH

Testosterona
13

Esquema 2. Progesterona y Testosterona a partir de diosgenina (10) y sarsasapogenina (6).
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3.4 Apertura del anillo F de sapogeninas espirostanicas

Los primeros reportes de la apertu ra regioselectiva del anillo F  de las sapogeninas
espirostanicas fueron los anteriormente des critos por Marker et al® para la obtencién de
estructuras denominadas pseudosapogeninas, y debido a su apli cacion en la sint esis de
diversos farmacos, se investigaron ampliamente en los afios 50 s y 60’s del siglo pasado
debido a la alta reactividad del sistema espirocetalico. Pequenas variaciones en las
condiciones de reaccion, asi como el empleo de diversos catalizadores han dado lugar a una
gran variedad de esqueletos esteroidales (Esquema 3).

ey

OAc OH
20 %7 26
o)
16
14
Marker (1940) Ac,0 200°C Doukas (1951)
Dauben (1954) Ac,0/ CH3COOCI Py LiAlH4/HCl gas

Suarez (1976) Ac,O/ BBrj

Pettit (1960) / Zderic (1962)
AICk/ HSCH,CH,SH Ac,0/ BF ;0Et,

S 26
(0]

TN

19
Fuch (1999)
PhsPly/ Imidazol
140°C

Uhle (1965)
Ac,0 /Py HCI

Esquema 3. Apertura regioselectiva del anillo F de sapogeninas espirostanicas.

Bajo las condiciones de apertura del anillo F encontradas por Marker” para la obtencion de
estructuras del tipo pseudosapogenina se ob tenian buenos rendimientos, sin embargo este
proceso requiere de altas temperaturas (200°C) por lo que buscaron otras condiciones para

( 10)
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obtener derivados analogos. Asi, Da uben® y S udrez’' obtuvieron estructuras del tipo
pseudosapogenina modificadas; el primero obtiene el derivado 14 utilizando anhidrido
acético y una mezcla de cloruro de acetilo y piridina, mientras que el segundo emplea Ac,O
y BBrs. Por supa rte Doukas® logro la obten cién del an dlogo 26-hidroxifuresteno (15)
mediante la accion reductora del LiAIH4 y HCI gas.

Por su parte Pettit > en 1960 sintetizé el derivado 16 empleando AICl5 y 1,2-etanoditiol,
comprobando el m ecanismo propuesto por Woodward, Sondheiner y Mazur,** el cual
involucra la apertura acida del espirocetal y la formacion de un aldehido sobre el C-26, el
cual es prote gido con 1,2 -etanoditiol. El empleo por primera vez de B F3-OEt, para la
apertura del sistema espirocetalico fue utilizado en 1962 por Zderic* para la obtencion del
derivado furosténico (17) acilado en C -23 y acetilado en C-26 con buenos re ndimientos.
Tres afios después Uhle? publicé la formacion de un derivado diénico (18) en presencia del
clorhidrato de piridinio para llevar a cabo la reaccion de acetolisis del anillo F bajo reflujo
de Ac,0. La estructura del derivado obtenido es atractiva por la presencia de un sistema de
dobles enlaces conjugados A*™** y A****" sin embargo, el tiempo de reaccion es muy largo
(68 horas) y el rendimiento es bajo.

CHCl,

OY
o)
O Fuchs (1998)

(CHCI,CO),0
Py.HCI 150 °C o)

0

i

OH

9y  Bésler(2000)

’ / NaCNBH; / AcOH

OH
)/ 25S

O OAc

23 Lopez (2012)

04 Basler(2000)

Ac20 / HCl gas / \ NaCNBH3 / AcOH

25S = o_ CFy
Y
5R o o

6
25 Oé& 0—/< Fuchs y Lee (2003)

26  TFAT/CH,Cl,
-30°C

Esquema 4. Apertura regioselectiva del anillo F de sapogeninas espirostanicas.

Recientemente el grupo de 1 nvestigacion de Fuchs publico la apertura r egioselectiva del
anillo F del Acetato de Hecogenina (1) en condiciones acidas para generar estructuras del
tipo pseudosapogenina (21), pero con la innova cidn de pres entar dos grupos protectores

(1)
111
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diferentes sobre los ¢ arbonos 3 y 26 (Esquema 4).”” Los compuestos furosténicos
resultantes fueron empleados en la sintesis de riterazinas.

Para la preparacion de andlogos de cefalostatinas, Basler™ y colaboradores realizaron la
apertura regioselectiva del anillo F de sapogeninas espirostanicas con cianoborohidruro de
sodio en presencia de ac ido acético para obtener los derivados furosténicos (22) y (24) en
excelentes rendimientos (Esquema 4).

En 2003, F uchs y Lee” reportaron la apertura regioselectiva del anillo F de varias
sapogeninas espirostanicas, tanto de la serie 25R como de la serie 25S, mediante el empleo
de TFAT (tri fluoroacetil triflurometansulfonato), para obtener pseudosapogeninas
doblemente protegidas 26 en ex celentes rendimientos. El grupo protector de C-3 esun
acetato mientras que el C-26 esun triflato, observandose que la desproteccion de dichos
gupos protectores procederia de manera quimioselectiva (Esquema 4).

Recientemente en nuestro grupo de trabajo hemos descrito®® el primer reporte de la apertura
acida de 22-ceto-23-espirocetales preparados a partir de sapo geninas espirostanicas de la
serie 25R y 25S. Estos derivados 23-espiro cetdlicos reaccionan con una solucidn saturada
de HCl en anhidrido acético de tal forma que se obtienen regioselectivamente los nuevos
derivados colestanicos con anillacion tipo piranona 20 y 23 y ciclopentenona 25 en el anillo
E (Esquema 4).

3.5 Apertura del anillo E de sapogeninas espirostanicas

Durante mucho tiempo, se pens6 que la ruptura del sistema espirocetalico en sapogeninas
esteroidales s6lo se presentaba sobre elanillo F, generando las respectivas
pseudosapogeninas. Sin embargo, en 1976 S uédrez y colaboradores’ describieron la
apertura selectiva del anillo E de una sapogenina espirostanica (3-dehidroxitigogenina, 27),
obteniendo un derivado del tipo 22,26-epoxicolesténico (28). Estar eaccion marcd un
precedente pues se emplean condiciones de reaccion totalmente suaves.

ACZO

BF3OEt2
t.a.

T

27

Esquema 5. Apertura regioselectiva del anillo E de una sapogenina espirostanica catalizada
por acidos de Lewis.
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Un par de afios después, Singh y Dhar reportaron la apertura regioselectiva del anillo E de
diosgenina (10) obteniendo el derivado 22,26 -epoxicolesténico (29) con 63% de
rendimiento. Estos autores utilizaron condiciones de reflujo de benceno y como catalizador
eterato de trifluoruro de boro. Puede observarse que el hidroxilo en C-3 se elimina para dar
un sistema 7 conjugado mas estable.

Benceno
_— >

BF3OEt2
reflujo

HO 5

s 10

Esquema 6. Formacion de derivado 22,26-epoxicolesténico (29) con sistema © conjugado.

Sin embargo, persistieron las dudas acer ca de laestructurad el esqueleto 22,26-
epoxicolesténico. Por ejemplo, el grupo de investigacion de Gonzalez al igual que el grupo
de Singh proponian la apertura del anillo E con base en el analisis del espectro de RMN de
'H. Asipues, en 1999  Santillan et al,”* describieron la aperturar egioselectiva de dos
sapogeninas esteroidales de la serie 25R obteniendo el derivado 22,26-epoxicolesteno, cuya
estructura fue confirmada por difraccion de rayos X.

ACzO
—_—

BF;-OEt2
t.a.

10 min.

HO

9,30 X: A’ Y: CH Z: CH,
10,31 X: C-Hao Y: CH, Z: C=0

Esquema 7. Sintesis de derivados 22, 26-epoxicolesténicos a partir d e hecogenina (9) y
diosgenina (10).

Posteriormente Santillan et al.*® reinvestigaron la acetolisis de sapogeninas espirostanicas
para examinar la reactividad contrastante hacia la apertura del si stema espirocétalico que

13
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mostraban las s apogeninas de la serie 25R frente ala serie 25S. El estudio reveld que
mientras en la serie 25 R se prefier e la apertura del anil lo E para generar los derivados
22,26-epoxicolesténicos en rendimientos cercanos al 90%, las sapo geninas de la serie 25 S
no mostraban una marc ada preferencia hacia la apertura de al gin anillo en especial. La
poca selectividad en la apertura de los anillo E y F en la serie 25S fue explicada en términos
de impedimento esté rico generado por las repulsiones 1,3 syn diaxiales del anillo F
ocasionadas por la p resencia del metilo orien tado en posicion ax ial sobre C-25, lo que
condujo a una mezcla 1:1 de derivados epoxicolesténicos y furosténicos.

AcO

35

AcO AcO
c c H

8% 25%
Esquema 8. Apertura de acetato de sarsapogenina (32) (serie 255) catalizada por BF5-OEt,.

H

Fuchs y Lee* en la busqueda de nuevos analogos de cefalostatinas, reportaron la apertura
del anillo E de una sapog enina dihidroxilada (37) en las posiciones 14 y 16 derivada de
hecogenina (9) para obtener el caracteristico esqueleto 22,26-epoxicolesténo (38), el cual
ahora muestra un sistema 16-ceto-14,15-a,f-insaturado, y ningln sustituyente en la
posicion 23.

Hemisferio
Norte de Cefalostatina

AcO

AcO
¢ i 37 H 38

Esquema 9. Apertura regioselectiva del anillo E de la sapogenina 37 catalizada por SOCl,
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—
| —



ANTECEDENTES

3.6 Apertura completa del sistema espirocetélico.

También se ha logrado la apertura de ambos anillos del sistema espirocetalico. Por ejemplo,
Ciuffreda y colaboradores en 2004 encontraron que bajo las condiciones de la reduccion de
Clemmensen, la diosgenina ( 10), da Ilugar al (25R)-164,26-dihidroxicolesterol (39)
(Esquema 20).%

Zn polvo

—_—

HCI/ EtOH

HO
10 39

Esquema 10. Reduccion de Clemmensen de la diosgenina (10).

HO

Asi mismo, Sandoval y colaboradores®® publicaron en 2010 la obtenc i6n de los derivados
26-hidroxi-22-cetocolestanicos 41 y 42 bajo concentraciones altas de Ac,0, en condiciones
acidas y bajas temperaturas (Esquema 11). Cabe resaltar la influencia notable que ejerce la
baja temperatura sobre los productos obtenidos.

= 0
ACZO
_—
BF3OEt2
AcO Y 0 °C 15 min. AcO
1X=C-Ha Y=CH, Z=C=0 41 X=C-Ha Y=CH, Z=C=0
40X=A’ Y=CH Z=CH, 42X=A> Y=CH Z=CH,

Esquema 11. Sintesis de derivados 26-hidroxi-22-cetocolestanicos.
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Por lo ya mencionado en las tltimas décadas la funcionalizacion de la cadena lateral se ha
convertido en objeto central en la sintesis de productos naturales de interés bioldgico.
Partiendo de lo anterior, hoy en dia se buscan nuevas metodologias de aperturas acidas con
el objetivo de establecer estrategias alternativas para la preparacion de compuestos
esteroidales con potencial actividad bioldgica. En este contex to, parte de este trabajo
consistid en ex plorar la apertura acida de un 22-ceto-23-espirostano (3) catalizada con
BF5-OEt,.

16
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Estudiar lareg ioselectividad que presenta el compuesto (23R, 25R)-35-acetoxi-
16p,23:23,26-diepoxi-Sa-colestan-12,22-diona (3) frente a la re accion de apertura
espirocetalica catalizada con BF;3-OEt,.

. O
~, Q
$ BF3 OEt2
‘, —_—
(0] "
3

4.2 Objetivos especificos

a) Preparar el compuesto 2 a partir de Acetato de Hecogenina (1).

2’— ¢O E’— \\o
$ S
W W

1 2

b) Preparar el compuesto 3 a partir del derivado 2.

: 2 4 o
— $
o N
2 3

c) Caracterizar los com puestos obtenidos mediante téc nicas espectroscopicas y
datos fisicos.

d) Proponer los mecanismos de reaccion y analizar la estereoquimica de los nuevos
productos obtenidos.

—
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DISCUSION DE RESULTADOS

5. DISCUSION DE RESULTADOS

La apertura de sapo geninas espirostanicas catalizada por difere ntes acidos de Lewis ha sido
objeto de diversos estudios 2> *'2% % y constituye el inicio de las rutas de sintesis de un gran
numero de derivados esteroidales. Sin embargo, la reactividad de los 23 -espirocetales hasta hace
poco no habia sido explorada. Recientemente™ en nuestro grupo de investigacién, hemos descrito
la primera ap ertura regioselectiva de 22-ceto-23-espirocetales de la serie 25R y 25S catalizada
con HCI (g), de tal forma que re portamos una nueva metodologia para sintetizar compuestos
colestanicos con una ci clopentenona en el anillo E de la cadena la teral. Por lo anterior , este
proyecto consistio enl levar acabo unestudi o sobre lare gioselectividad que presenta el
compuesto 3 de la serie 25 R frente a la ap ertura con BF;-OEt,. Para ello como primera parte el
Acetato de Hecogenina (1) se oxid6 a la corre spondiente 23-cetohecogenina (2), empleando las
condiciones de Barton™ logrando obtener el compuesto 2 con un re ndimiento del 68%, después
de la purificacion del crudo mediante cromatografia en columna (Esquema 12).

NaNO, (11.5 eq.)

CHZCOOH [0.1M]

2h.ta. o 0 BF5OEt,
) (11.3 eqy)
45h.| HCOOH

ta. | [0.1M]

BF;-OEt, (5eq.)
Ac,0 (10.3 eq.)

(0]

DCM [0.1M] )J\
o

Esquema 12. Ruta sintética para 4.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En la Figura 6 se muestra el espectro de RMN de 'H del Acetato de Hecogenina (1), donde se
observa una sefial multiple en 4.67 ppm caracteristica para el H-3 base del grupo acetato, en 4.34
ppm se localiza otra sefial multiple para el H-16 base de oxigeno, ademas se aprecian las sefiales
de los dos hidrog enos diastereotopicos de la p osicion 26 en 3.49 ppm y 3.35 ppm, también

encontramos tres sefiales doble de dobles caracteristicas de los H-17, H-11 axial y H-11
ecuatorial en 2.51,2.40 y 2.22 ppm re spectivamente. Asimismo se observan las sefiales que
pertenecen a los metilos angulares Me-18 y Me-19 en 1.05 y 0.92 ppm.

El espectro de BC del Acetato de Hecogenina (1) mostro las 27 sefiales de carbonos, de los cuales
cabe sefalar la presencia del grupo carbonilo en la posicion 12 en 213.2 ppm, la s efial del
carbonilo de acetato unido en C-3 a 170.5 ppm, también se lo caliza el carbono dela fusion
espirocetalica C-22 en 109.1 ppm y los carbonos base de oxigeno C-16, C-3 y C-26 en 79.0, 73.0
y 66.7 ppm respectivamente (Figura 6).

19
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DISCUSION DE RESULTADOS

La obtencion del compuesto 2 se confirmé por comparacion con la RMN de 'Hy °C de la
literatura*'** (Figuras 7 y 8). Una vez obtenido el producto 2, se realizé la reacciéon de
isomerizacion que consisti & en hacer reaccionar éste compuesto con BF 3-OEt, y acido
formico durante 4.5h (Esquema 12), transcurrido el tiempo de reaccion se hiz o una
neutralizacion con sol uciéon saturada de N aHCO; seguida de la extraccion con
diclorometano, el crudo de reaccidon se purifico mediante cromatografia en columna para
obtener en una mezcla Hexano/AcOEt (9:1) la materia prima recuperada 2 y el compuesto 3

en rendimientos del 53% y 33% respectivamente.

La obtencion de 3 también se confirmé por compar acién conlaRMNde 'H y "C
reportadas en la literatura.” En la Figura 7 se muestra el espectro de 'H de los compuestos
2 y 3, en los que se puede obs ervar que a diferencia de 2 en el derivado 3, los hidrogenos
diastereotopicos de la po sicion 26 por for mar parte de un anillo de cinco miembros estos
aparecen como dos sefiales doble de dobles con Jgem = J 26a.25 = 7.6 Hz 'y Jgem = J26p-25 = 8.6
Hz en4.14 y 3.54 ppm respectivamente, mientras que los hidro genos de C-26 para el
derivado 2 se observan como dos sefiales doble de dobles en 3.76 y 3.61 ppm con Jgem = J
26ax-25ax = 1 1.2 HZ y Jgem = 11.2 Hz y = Jo6ec-25ax = 3.8 Hz asignadas para H-26 axial y H-26
ecuatorial respectivamente.

En el espectro RMN de °C (Figura 8), para los compuestos 2 y 3 se observan las dos
sefiales de los g rupos carbonilos que contienen cada uno de los compuestos isoméricos,
asimismo la sefial del g rupo carbonilo del a cetato unido en C -3. Ademas observamos un
cambio significativo en la sefial del C-26 (65.6 ppm) la cual se ve desplazada a mayor
frecuencia 75.4 ppmen el derivado 3 debido a que for ma parte de un anillo de cinc o
miembros; el C-16 que anteriormente se en contraba en 81 .6 ppm se desplaza a ma yor
frecuencia 71.3 ppm. También se observa un cambio en el desplazamiento quimico de las
posiciones C-22 (107.9 ppm) y C-23 (201.6 ppm), ya que en el isomero 3 se invierten estas
posiciones C-22 (212.1 ppm) y C-23 (107.6 ppm) respectivamente.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Continuando con nuestros estudios , el compuesto 22-ceto-23-espirocetal (3) se hizo reaccionar
bajo las condiciones 4acidas previamente descritas®® en el Esquema 11, encontrando la formacion
de un nuevo compuesto 4 de gran interés estructural por contener una piranona en el anillo E de
la cadena lateral; este producto se obtuvo en rendimientos del 82% (Esquema 13 ). Cabe
mencionar que un analogo 20 de la serie 25S ha sido reportado recientemente por nuestro grupo
de trabajo en un rendimiento de 25% y bajo catalisis de HCl (g) (Esquema 4). En nuestro interés
de establecer si el mism o compuesto se obtenia con una menor cantidad del acido de Lewis la
reaccion se llevo a cabo utilizando 2.5 equivalentes de BF;-OEt,, encontrando mediante RMN de
'H, que bajo estas condiciones se obtiene el derivado 4 en mezcla con otro producto dificil de
separar, con estos re sultados confirmamos lo d escrito en la liter atura, en re lacion a que las

sapogeninas producen una amplia variedad de ¢ ompuestos bajo diferentes condiciones acidas e
incluso usando el mismo acido de Lewis 6 Bronsted-Lowry.

,,//

BF3-OEt, (5eq.)
Ac,0 (10.3 eq.)
_—

DCM [0.1M]

Esquema 13. Apertura regioselectiva del compuesto 3.

La asignacion dela estructura del nuevo compuesto 4 se realizd con ayuda de las té cnicas
espectroscopicas de tal forma que el espectro de infrarrojo para este compuesto mostrd bandas de
absorcion caracteristicas para carbonilos: el éster en C -3, lacetona en C-12 y la cetona o,f3-
insaturada en 1731, 1708 y 1644 cm™ respectivamente. El espectro de masas de alta resolucion
para este compuesto mostré el ion molecular 52 9.3159 [M™+1]. En el espec tro de RMN de 'H
(Figura 9) se observa una sefal doble desplazada a mayor frecuencia en 5.67 ppm con Jz4.25 = 9.3
Hz, distintiva del proton olefinico H-24 debido a su acoplamiento con H-25, ademas a diferencia
de la materia prima 3 en el espectro de 4 se observa una sefial multiple para los hidré genos
diastereotopicos de la posicion 26 cara cteristica para moléculas aciclic as con libre rotacion.
También se observan dos sefiales multiples en 2.96 ppm, 2.60 ppm asignadas para H-25 y H-20
respectivamente, asi como las sefiales sencillas que pertenecen a los metilos angulares Me-18 y
Me-19a1.27 y 0.96 ppm.

En el espectro de RMN de "°C de 4 se observaron las 31 sefales esperadas, es decir, el producto
presentd dos sefiales ad icionales en compar acién con las 29 de la mat eria prima. De las 31

()
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DISCUSION DE RESULTADOS

senales observadas cabe sefialar la presencia del carbonilo a,B-insaturado en 199.1 ppm, las dos
senales de los carbonilos de los acetatos unidos a C-3 y C-26, los carbonos olefinicos C-23 y C-
24 en 150.6 y 117.1 ppm respectivamente, los carbonos base de acetato C-3 y C-26 en 72.9 y
67.7 ppm respectivamente (Figura 10).

La asignacion de las sefiales del espectro de RMN de "C sere aliz6 mediante el empleo
simultaneo del experimento DEPT y técnicas bidimensionales HETCOR, COSY y HMBC.

De las 31 sefi ales de carbono observadas en el espectro de °C, en el ex perimento DEPT se
observaron unicamente 10 sefiales que corresponden a los metinos de la molécula, asi como 8
sefiales para los metilenos y 6 para los metilos, ademas por di ferencia con el espectro de B,
también fueron asignados 7 carbonos cuaternarios.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el espectro HETCOR (Figura 12) se pueden observar las correlaciones heteronucleares a un
enlace (C-H) de varios carbonos y protones caracteristicos del compuesto 4. Como ejemplo se
sefialan las correlaciones del carbono olefinico C-24 (117.1 ppm) con el H-24 (5.67 ppm), los
carbonos base de a cetato C-3 (72.9 ppm) con H -3 (4.68 ppm) y C-26 (67.7 ppm) con la sefal
multiple en 3.96 ppm que integra para los dos protones diasterecotdpicos de esta posicion. El
carbono base de oxigeno C-16 (77.8 ppm) con el H-16 a (4.12 ppm), también se observaron las
correlaciones de los carb onos C-25 (29.3 ppm) y C-17 (47.4 ppm) con lo s protones H-25 (2.96
ppm) y H-17 (2.29 ppm) respectivamente. Los carbonos C-19 (11.7 ppm) y C-18 (14.1 ppm) con
los respectivos Me-19 (0.96 ppm) y Me-18 (1.27 ppm), el C-20 (39.9 ppm) con la sefial de H-203
(2.60 ppm), el carbono del anillo ciclopentano C-15 (32.3 ppm) con el H-15a (2.37 ppm).

En la Figura 13 se muestra el espectro COSY, en el cual se obse rvan algunas correlaciones
homonucleares 'H-"H del derivado 4, mediante las cuales se lo gro asignar correctamente varias
sefales correspondientes a protones que pr esentan correlaciones con sefiales bien conocidas, tal
es el ejemplo del H-17a, el cual pudo ser asignado inequivocamente debido a que éste muestra
correlaciones con los H-20PB y H-16a. Los dos H-26 en 3.96 ppm correlacionan con el H-25 en
2.96 ppm; también se observa la correlacion de H-16 en 4.12 ppm con los dos hidr6 genos
diastereotopicos de la posicion 15 en 2.37 ppm y 1.70 ppm respectivamente.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Por su parte el ex perimento HMBC (Tabla 1) pe rmiti6 establecer correlaciones heteronucleares
(H-C) a larga distancia (2, 3 e incluso a 4 enlaces) y resulto particularmente util en la asignacion
de carbonos cuaternarios; ejemplificando: la correlacion a tres enlaces del Me-21 (1.18 ppm) y el
H-24 (5.67ppm) con el carbonilo C-22 (199.1 ppm), ademéas C-13 (56.8 ppm) mostrd correlacion
a 3 enlaces con H15a (2.37 ppm), Hl6a (4.12 ppm) y con el H-20B (2.60 ppm), el C-10 (36.1
ppm) mostr6 una correlacion a dos enlaces con el Me-19 (0.96 ppm); igualmente el experimento
HMBC fue ttil para diferenciar entre si los metil os angulares Me-18 y Me-19, ya que el Me-18
(14.1 ppm) mostro6 co rrelaciones a cuatro enlaces con el H-11 axial (2.52 ppm) y a tres enlaces
con H-17a (2.29 ppm), y asi sucesivamente para el resto de la molécula.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla 1. Datos de RMN del derivado 4.

O
26°
C s =C H HMBC (ppm)
(ppm) [J en Hz] [ndmero de enlaces]
5 443 CH H-5ax m (traslapado CH5-19 (0.96) [3]
con CH3-21)
8 343 CH H-8ax ddd (1.93) CH;-18 (1.27) [4]
[14.6, 10.1, 3.3]
10 36.1 C CH;-19 (0.96) [2]
12 2122 C Hllax(2.52) [2], H1lec(2.25) [2],
CH;-18 (1.27) [3]
13 568 C H15a (2.37) [3], H16 (4.12) [3], H20
(2.60) [3]
14 559  CH H-l4ax ddd (traslapado  H1lax(2.52) [4], Hllec(2.25) [4]
con CH3-21)
15 323 CH, H-15addd (2.37)[13.7, CH;-18 (1.27) [4]
7.7, 6.2]
17 474  CH H-170.dd (2.29)[17.0,  H15a (2.37) [3], CH;-21 (1.18) [3]
7.2]
18 141  CH; CH;-185(1.27) Hllax(2.52) [4], H17 (2.29) [3]
20 39.9 CH  H-208 m (2.60) CH;-18 (1.27) [4], CH3-21 (1.18) [2]
21 128 CH; CH;-215s(1.18) H17 (2.29) [3], H20 (2.60) [2]
22 199.1 C H20 (2.60) [2], CH;-21 (1.18) [3],
H24 (5.67) [3]
23 150.6 C H24 (5.67) [2]
24 117.1  CH H-24d(5.67)[9.3] H25 (2.96) [2], H26 (3.96) [3], CH;-
27 (1.04) [3]
25 293 CH H-25m(2.96) H24 (5.67) [2], H26 (3.96) [2], CH;-
27 (1.04) [2],
26 677  CH, H-26m(3.96) H24 (5.67) [3],H25 (2.96) [2], CH;-
27 (1.04) [3],
27 16.7 CH; CH;-27d (1.04) [6.9] H26 (3.96) [3], H24 (5.67) [2],
3-0CO-CH; 1709 C H3o (4.68) [3]
26"-0CO-CH; 1709 C H26 (3.96) [3]
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DISCUSION DE RESULTADOS

La formacién del compuesto 4 se explica en el Esquema 14. Parala formacion de éste
compuesto, se propone como primer paso el ataque del par de electrones del &tomo de O-26
hacia el carbono electrofilico de una molécula de anhidrido acético que genera la formacion
del intermediario A, el anillo F sufre una apertura que conduce a la fo rmacién del ion
oxonio B. Subsecuentemente la eliminacion de uno de los hidrégenos en C-24 por el io n
acetato forma 4.

LwA = Acido de Lewis

Esquema 14. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion del compuesto 4

En nuestro inter és por obtener cristales adecuados para difraccion de rayos-X del
compuesto 4 y poder tener una ma yor evidencia acerca de la est ereoquimica del doble
enlace en C-23 y C-24, se decidi6 realizar la hidrolisis basica de 4, de tal forma que se
obtuvo el diol 5 en un rendimiento del 57% (Esquema 15). Sin embargo, la cristalizacion de
este producto fue dificil de llevaracabo y en contraste encontramos que bajo estas
condiciones de hidrolisis, adicionalmente al diol 5, se obtienen otros productos
probablemente debido a la condensacion intramolecular del OH-26 con el g rupo carbonilo
de la posicion 22. Estos resultados inesperados abren nuevas perspectivas para trabajar en
la caracterizacion estructural de estos compuestos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

EtOH/ KOH 10%

B —

[0.05 M], t.a. 15 min.

HO

Esquemalbs. Hidrolisis basica de 4.

El espectro de masas de alta resolucion del compuesto 5 mostré el ion mo lecular 445.2948
[M'+1]. El espectro de infrarrojo para este compuesto a diferencia de 4 mostré dos bandas
de absorcién: para el carbonilo de C-12 y la cetona o,B-insaturada en 1704, y 1644 cm™
respectivamente.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 15) se observa una sefial doble d esplazada a mayor
frecuencia en 5.69 ppm con Jzs.25 = 9.2 Hz, distintiva del proton olefinico H-24 debido a su
acoplamiento con H-25 , ademas a difer encia de 4 enelespectrod e 5 el H-3 que
anteriormente aparecia en 4.68 ppm se encuentra protegido a menor frecuencia 3.60 ppm,
otra diferencia significativa se observa en los hidrogenos diastereotdpicos de la posicion 26
los cuales aparecen como dos sefales doble de dobles en 3.57 ppm y 3.47 ppm. El resto de
los protones H-25 (2.83 ppm), H-20 (2.62 ppm), H-11 axial (2.53 ppm), H-15a (2.37 ppm),
H-17 (2.29 ppm), H-11 ecuatorial (2.26 ppm) y H-15b (1.74 ppm) no presentan cambios
significativos excepto por la desapari cion de las sefiales simples en 2.04 ppm y 2.03 ppm
debido a la pérdida de los dos grupos acetatos.

Adicionalmente en el espectro de °C (Figura 15) para el diol 5 se observaron las 27 sefiales
esperadas, no se encontr aron cambios significativos para el resto de los carbonos excepto
por la d esaparicion de los carbonilos d e los grupos acetato unidosen C-3 y C-26 del
compuesto 4. En 70.8 y 67.3 ppm se asignaron las sefiales correspondientes a los carbonos
base de alcohol de las posiciones C-3 y C-26 respectivamente.
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CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

La apertura 4cida del 22-oxo0-23-espirocetal (3) dio como producto un nuevo derivado
colestanico 4 con una piranona en el anillo E de la cadena lateral en buenos rendimientos.

Se demostro que la apertura del anillo F tetrahidrofuranico reacciona de mane ra
regioselectiva en presencia de BF;-OEt,.

O
BF30Et2 /ACzo )J\
(0]

Ao

Se propuso un me canismo para la fo rmacion del compuesto 4 y una nueva metodologia
para la apertura del 22-ceto-23-espirostano (3) utilizando condiciones suaves de reaccion.

—
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PERSPECTIVAS

7. PERSPECTIVAS

La obtencion de los derivados colestanicos 4 y 5 mediante la metodologia propuesta, abre
nuevas perspectivas para sintetizar el resto de los andlogos de la serie 25R y 25S. Posterior
a la obtencion y caracterizacion de estos derivados, se procederd a obtener informacion
referente a su actividad bioldgica, para ello los compuestos sintetizados seran evaluados
frente a3 line as celulares cancerigenas: leucemia crénica linfoblastica T ( CEM),
adenocarcinoma de seno (MCF-7) y adenocarcinoma cervical (HeLa) y como control se
utilizard la linea celular de linfoblastos epiteliales (BJ).
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PARTE EXPERIMENTAL

8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1 Instrumentacion y equipo

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en los espectrometros FT-IR Perkin Elmer
Spectrum GX mediante el empleo de pastillas de KBr. Los datos se expresan en nimeros de
onda (v ecm™) para los maximos principales de absorcion. Las muestras fueron analizadas en
pastillas de KBr y solucion de cloroformo respectivamente.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y "“C se det erminaron en
espectrofotometros Varian Mercur y Plus 400 y Jeol ECA 500. Los desplazamientos
quimicos (0) se expresan en (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) se describen en
Hertz (Hz), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna para 'H y °C. Todas
las muestras fueron disueltas en CDCls.

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) fueron adquiridos en un espectrometro
Agilent Technologies, modelo 1100 acoplado a un cromatdégrafo de gases TOF con una
fuente APCI.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y Fisher-Johns, y no
estan corregidos.

Los disolventes y reactivos se compraron de la casa comercial Aldrich.

El seguimiento de las reacciones se 1l evo a cabo por medio de cromatog rafia en capa fina
(CCF), utilizando cromatoplacas (4 cmx 3cm) de gel desil ice de 0.2 mm de espesor
soportado en placas de aluminio, provistos ademés de un factor de revelado F254 usando
como fase movil He xano/AcOEt (7:3) y AcOEt/Hexano (7:3). El revelado de las

cromatoplacas se realizd con una lampara de luz ultravioleta a 254 nm, también con una
solucion de H,SO4/agua (50% V/V) y solucion etanolica de vainillina aplicando calor con
una pistola de calentamiento.

La separacion de los pr oductos obtenidos se realizé mediante cromato grafia en columna,
empacadas con gel de silice grado (70-230 Mesh).
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PARTE EXPERIMENTAL

8.2 (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-12-ona (1)

C29H4405

Propiedades fisicas: So6lido blanco
p.f: 241-243 °C Lit.* 244-246 °C
Rf : 0.48 (7:3 Hexano/AcOEt)

Ao

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 4.67 (1H m, H-3), 4.34 (1H, m, H-16), 3.49 (1H, ddd, J =
10.9, 4.1, 1.8 Hz, H-26 ec), 3.35 (1H, t, J = 10.9 Hz, H-26 ax), 2.51 (1H, dd, J=8.7,6.8
Hz, H-17 o), 2.40 (1H, t, J = 14.0 Hz, H-11 ax ), 2.22 (1H, dd, J = 14.0, 5.0 Hz, H-11 ec),
2.02 3H, s, 3-OCOCH3), 1.06 (3H, d, J = 7.1 Hz, H-21), 1.05 3H, s, H-18), 0.92 (3H, s,
H-19), 0.79 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-27).

RMN "C (100MHz, CDCls) §: 213.2 (C-12), 170.5 (3’-OCOCH3), 109.1 (C-22), 79.0 (C-
16), 73.0 (C-3), 66.7(C-26), 55.5 (C-14), 55.1 (C-9), 54.9 (C-13), 53.3 (C-17), 44.3 (C-5),
42.0 (C-20), 37.6 (C-11), 36.1 (C-1), 35.9 (C-10), 34.1 (C-8), 33.6 (C-4), 31.3 (C-7), 31.2
(C-15), 31.0 (C-23), 30.0 (C-25), 28.6 (C-24), 28.0 (C-6), 27.0 (C-2), 21.3 (3’-OCOCH ),
17.0 (C-27), 15.9 (C-18), 13.1 (C-21), 11.7 (C-19)

8.3 Oxidacion de (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-12-ona (1) con NaNO,/BF;-OEt;

A una solucion de 2.00 g (4.23 mmol) de (25R)-35-acetoxi-Sa-espirostan-12-ona (1) en
Acido acético glacial (42.30 mL) se le adicionaron 3.28 mL (26.64 mmol) de B F3.0Et, y
3.33 g (48.64 mmol) de NaNO; en pequefias porciones durante 1 h a ta, transcurrido este
tiempo, la agitacion se mantuvo por 1 h adicional a ta, posteriormente la mezcla se adicion6
en agua y se ex trajo con C HyCl,. La fase orgénica sela vd con solucion saturada de
bicarbonato de sodio (N aHCO3), se filtrd sobr e sulfato de sodio (N a,SO4) anhidro y se
evapor6 a sequedad. El crudo de re accion se purifico mediante cromato grafia en columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de Hexano/AcOEt (9:1)
el compuesto (25R)-34-acetoxi-Sa-espirostan-23-ona (2 (1.4026 gr, 68 %%). 414

8.4 Preparacion de (23R, 25R)-3p-acetoxi-164,23:23,26-diepoxi-5a-colestan-12,22-
diona (3)

A una solucién de 900 mg (1.84 mmol) de (25R)-35-acetoxi-Sa-espirostan-23-ona (2) en
acido formico (18.49 mL) se le adiciond lentamente 2.57 mL (20.89 mmol) de BF;5.0Et,,
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PARTE EXPERIMENTAL

posteriormente la r eaccion se mantuvo en a gitacion magnética a temp eratura ambiente
durante 4.5 h. La reaccion se extrajo con CH,Cl, y se le hi cieron 3 lavados con solucion
saturada de NaHCO3, después se filtro sobre Na,SO4 anhidro y se evaporo6 a sequedad para
obtener 890 mg del crudo de reaccion.

Posteriormente el crudo se purificd en una columna empacada con silica gel (70-230 Mesh)
obteniendo en una mezcla de He xano/AcOEt 9:1 (292.60 mg, 33 %) del ¢ ompuesto (23R,
25R)-3p-acetoxi-16 f,23:23,26-diepoxi-Sa-colestan-12,22-diona (3) con recuperacion de la
materia prima 2 (473.9 mg, 53 %).*"*

8.5 Preparacion de (23Z,25R)-38,26-diacetoxi-16,23-epoxi-5a-colestan-23-en-12,22-
diona (4)

A una solucion de 100 mg (0.20 mmol) del compuesto 2 previamente disuelto en 2.05 m 1
de CH,Cl, destilado y en atmdsfera de argon se le adicionaron 0.19 ml de A ¢,O (2.11
mmol) en un bafio de h ielo, después se agregd lentamente 0.12 m L de BF;-OEt, (1.02
mmol), y lareacciéon se mantuvo 30 min en ba fio de hielo, transcurrido este tiempo la
reaccion se dejo en agitacion magnética a temperatura ambiente durante 1 h adicional. La
extraccion se realizo usando CH,Cl, como fase organica y efectuando tres lavados con una
solucion saturada NaHCO 3, posteriormente se filtré sobre NaSO4 anhidro y se evaporo a
sequedad. Finalmente el crudo de reaccion se purifico mediante cromatografia en columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) ob teniendo en una mezcla He xano/AcOEt (9:1)
(89.50 mg, 82%) del compuesto (23Z,25R)-35,26-diacetoxi-16/,23-epoxi-Sa-colestan-23-
en-22-ona (4).

8.5.1 (23Z,25R)-3p,26-diacetoxi-16p,23-epoxi-5a-colestan-23en-12,22-diona (4)
C31Hy407

Rf: 0.24 (7:3 Hexano/AcOEt)
Miel incolora

IR V pacem” (KBr): 2934, 2859, 2358, 2159, 197 7, 1731, 1708, 1644, 14 52, 1367, 1233,
1155, 1032, 905, 607, 570.

HRMS calculada para: C31H4405 [MJrH]Jr 529.3169. Encontrada 529.3159

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 8: 5.67 (1H, d, J = 9.3 Hz, H-24), 4.68 (1H, m, H-3), 4.12 (1H,
dd, J=15.1, 7.9 Hz, H-16), 3.96 (1H, m, 2H-26), 2.96 (1H,m, H-25), 2.60 (1H, m, H-20),
2.52 (1H, t, J = 13.6 Hz, H-11ax), 2.37 (1H, ddd, J = 13.7, 7.7, 6.2 Hz, H -15a), 2.29 (1H,

( 4 )
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dd, J=17.0,7.2 Hz, H -17), 2.25 (1H, dd, J = 13.6, 5.3 Hz, H-11ec), 2.04 (3H, s, 3, 26'-
OCOCH:), 2.03 3H, s, 3, 3'-OCOCH;), 1.7 (1H, m, H-15b), 1.27 3H, s, H-18), 1.18 (3H,
d,J=6.6 Hz, H-21), 1.04 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-27), 0.96 (3H, s, H-19).

RMN "C (100 MHz, C DCl3) &: 212.2 (C-12), 199.1 (C-22), 170.9 (26 "-OCOCH3), 170.5
(3-OCOCH;), 150.6 (C-23), 117.1 (C-24),77.8 (C-16),72.9 (C-3), 67.7 (C-26), 56.8 (C-
13), 55.9 (C-14), 52.9 (C-9), 47.4 (C-17), 44.3 (C-5), 39.9 (C-20), 37.9 (C-11), 36.1 (C-1),
36.1 (C-10), 34.3 (C-8), 33.6 (C-4), 32.3 (C-15), 31.3 (C-7),29.3 (C-25), 28.0 (C-6), 27. 0
(C-2), 21.3(3"-OCOCHs3), 20.8 (26'-OCOCH3), 16.7 (C-27), 14.1(C-18), 12.8 (C-21), 11.7
(C-19).

8.6 Preparacion de (23Z,25R)-38,26-diol-168,23-epoxi-5a-colestan-23-en-12,22-diona
(5)

En matraz balon de 50 mL se colocaron 204.6 mg (0.38 mmol) del compuesto 4, se
adicionaron 7.74 mL de una solucion etandlica de KOH al 10% y la reaccion se mantuvo en
agitacion magnética durante 15 minutos a ta. Una vez transcurrido este tiempo, la reaccion
se extrajo con A cOEt, se lavo tres veces con H,O, y se filtrd sobr e Na,SO4 anhidro.
Después de evaporar a sequedad, el crudo de reaccion se purificd mediante cromatografia
en columna empacada consil ica gel (70-230 Mesh), uti lizando unamez cla de
Hexano/AcOEt (4:6) p ara obtener (97.7 mg, 57%) del compuesto (23Z,25R)-34,26-diol-
16p,23epoxi-Sa-colestan-23-en-22-ona (5).

8.6.1 (23Z,25R)-3p,26-diol-16p3,23-epoxi-5a-colestan-23-en-12,22-diona (5)

C 27H400s5

Propiedades fisicas: s6lido blanco
p.f: 77-79 °C

R¢: 0.2 (3:7 Hexano/AcOEt)

IR V pacem’ (KBr): 3388, 2924, 2859, 2536, 235 9, 2162, 2028, 2007, 19 78, 1704, 1644,
1451, 1381, 1331, 1280, 1240, 1191, 1154, 1076, 1042, 908, 728, 623, 586, 556.

HRMS calculada para: C;7H400O5 [M+H]+ 445.2952. Encontrada 445.2948

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 5.69 (1H, d, Ja.0s = 9.2 Hz, H-24), 4.13 (1H, ddd, J = 7.9,
7.3, 4.8 Hz, H-16), 3.60 (1H, m, H-3), 3.57 (1H, dd, J = 10.5, 5.7 Hz, H-26a), 3.47 (1H, dd,

—
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J =104, 7.5 Hz, H-26b), 2.83 (1H , m, H-25), 2.62 (1H, dq, J = 9.8, 6.5 Hz, H-20), 2.53
(1H, t, J = 13.3 Hz, H11 ax), 2.37 (1H, m, H-15a), 2.29 (1H, dd, J = 17.5, 7.5 Hz, H-17),
2.26 (1H, dd, J = 14.0, 5.5 Hz, Hllec), 1.97 (1H, m, H-8), 1.74 (1H, ddd, J = 6.0, 4.2, 2.6
Hz, H-15b), 1.27 (3H, s, H-18), 1.18 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-21), 1.03 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-
27), 0.94 (3H, s, H-19).

RMN C (100 MHz, CDCl3) &: 212.4 (C-12), 199.1 (C-22), 150.9(C -23), 118.5 (C-24),
78.2 (C-16), 70.8 (C-3), 67.3 (C-26), 56.9 (C -13), 56.2 (C-14), 53.1 (C-9), 47.3 (C-17),
44.5 (C-5), 40.1 (C-20), 38.1 (C-11), 37.7 (C-1), 36.4 (C-4), 36.2 (C-10), 34.4 (C-8), 33. 1
(C-25), 32.4 (C-15), 31.5 (C-7), 31.1 (C-6), 28.2 (C-2), 16.5 (C-27), 14.2 (C-18), 12.7 (C-
21), 11.9 (C-19).
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GLOSARIO DE TERMINOS

10. GLOSARIO DE TERMINOS

ESPECTRO RMN. Griafica que relaciona la intensidad contra la frecuencia o las n frecuencias si
se trata de espectros de n dimensiones.

ESPECTRO EN DOS D IMENSIONES. Espectro de RMN en el que cada sefal depende de dos
frecuencias.

MULTIPLICIDAD. Numero e intensidad r elativa de las sei ales debido al acoplamiento entr e
espines.

DESPLAZAMIENTO QUIMICO (5). Cantidad que deter mina la posicion relativa de una sefal
con respecto a la frecuencia de la referencia, su unidad es ppm.

CAMPO ALTO. Que genera un mayor campo inducido por lo cual su deteccion se realiza con un
barrido de campo mas pequeio, en la actualidad se utiliza, menor frecuencia.

CAMPO BAJO. Que genera un menor campo inducido por lo cual su deteccidn se realiza con un
barrido de campo mas grande, en la actualidad se utiliza, mayor frecuencia.

PICOS CRUZADOS. Seniales de cor relacion que se muestran en los espe ctros de RMN de do s
dimensiones y que dependen de dos frecuencias diferentes.

CORRELACION A LARGA DISTANCIA. Pico cruzado que se observa en un espectro de RMN
de dos dimensiones que se debe a la interaccion a mas de tres enlaces.

CORRELACION VECINAL. Pico ¢ ruzado que se observa en un espectro de RMN de dos
dimensiones a través de dos enlaces.

FRECUENCIA ALTA. Que se observa a mayor frecuencia respecto a otra sefial o al centro del
espectro.

FRECUENCIA BAJA. Que se observa a menor frecuencia respecto a otra sefial o al centro del
espectro.

ESPECTROMETRO. Instrumento empleado pa ra realizar mediciones de frecuencia en el

espectro electromagnético, en RMN los apar  atos consisten normalmente de un iman, un
transmisor/receptor, una consola y una o mas computadoras.
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GLOSARIO DE TERMINOS

10.1 Acronimos empleados

Los acronimos se utilizan de acuerdo al idioma inglés.

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer,
Mejoramiento sin distorsion por medio de transferencia de
polarizacion.

COSsY COirrelated SpectroscopY,

Correlacion espectroscopica.

HMBC Heteronuclear Multiple-Bond Correlation,
Correlacion heteronuclear via multiples enlaces.

HETCOR HETeronuclear CORrelation,
Correlacion heteronuclear.

HRMS High Resolution Mass Spectrum
Espectrometria de masas de alta resolucion
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