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RESUMEN

1. RESUMEN

El presente trabajo describe una nueva metodologia para la obtencion de los
derivados hemicetalicos 13, 14 y 15, a partir de acetato de hecogenina (1), acetato de
diosgenina (2) y acetato de tigogenina (3). Los productos se obtuvieron mediante la
apertura regioselectiva de las (25R)-23-espirosapogeninas 7, 8 y 9 con TiCls y anhidrido
acético. La estructura de los nuevos compuestos 13, 14 y 15 se asigné mediante RMN de
unay dos dimensiones. Para el compuesto 13, la estructura se confirmo mediante el analisis
por difraccion de rayos-X, determinando configuracion 22S en el nuevo centro quiral de C-
22.

NaNO, / BF;-OEt,

CH,COOH i
()
1. Y=50-H,Z=H, X =(C=0) 4. Y =5a-H, Z=H, X =(C=0)
2. Y,Z=A, X=CH, 5. Y,Z=A5, X=CH,
3. Y=5a-H,Z=H,X=CH, 6. Y=5a-H,Z=H,X=CH
2 BF;-OEt,
6 TiCl,
0
o
TiCly 0

-

z
10. Y =50-H,Z=H,X=(C=0) Ac,0/ CHCl, )J\o
11. Y,Z=A% X=CH, (0°C-ta)1.5h Y
12. Y=5a-H Z=-H X~ CH,

z

7. Y=50-H,Z=H, X = (C=0)
8. Y,Z=A, X=CH,
Oﬁ( 9. Y=50-H,Z=H,X=CH,
o)

13. Y=5a-H,Z=H, X =(C=0)
14. Y,Z=A5, X=CH,
15. Y =5a-H,Z=H,X=CH,

Esquema 1. Nuevos derivados hemicetalicos 13, 14 y 15.

Palabras clave: Sapogenina, Hecogenina, Tigogenina, Diosgenina, 22-ceto-23-
espirocetales.




ABSTRACT

2. ABSTRACT

This work describes a new methodology for the synthesis of derivatives hemicetalic
13, 14, and 15 from hecogenin acetate (1), diosgenin acetate (2) and tigogenin acetate (3).
The products were obtained via regioselective opening of (25R)-23-spirosapogenins 7, 8
and 9 with TiCls and acetic anhydride. The news compounds 13, 14, and 15 were
established unequivocally by NMR one and two dimensions. For the new compound 13, the
structure was confirmed by X-ray analysis and the stereochemistry for the new chiral center

in C-22 was assigned as S.

NaNO, / BF;-OEt,

CH,COOH /‘i
()
1. Y=5a-H,Z=H, X =(C=0) 4. Y =5a-H, Z=H, X =(C=0)
2. Y,Z=A%, X=CH, 5. Y,Z=A, X=CH,
3. Y=5a-H,Z=H,X=CH, 6. Y=5a-H,Z=H,X=CH, BF;-OEt,
6 TiCl,
0

oL
TiCl, o

-

z
10. Y =5a-H,Z=H,X=(C-0) Ac,0/ CH,Cl, )J\o
1. Y,Z=A% X=CH, (0°C-ta)1.5h Y2
12. Y=5a-H Z=H,X=CH,

7. Y =50-H,Z=H, X = (C=0)
o 8. Y,Z=A5, X=CH,
m/ 9. Y=50-H,Z=H,X=CH,
o)

13. Y =5a-H,Z=H, X =(C=0)
14. Y,Z=A5 X=CH,
15. Y=>5a-H,Z=H,X=CH,

Scheme 1. New derivatives hemicetalic 13, 14, and 15.

Keywords: Sapogenin, Hecogenin, Tigogenin, Diosgenin, 22-keto-23-spiroketals.




INTRODUCCION

3. INTRODUCCION

Las saponinas (del latin sapo, "jabdn™) son glucésidos de esteroides (Figura 1) o de
triterpenoides, llamadas asi por sus propiedades semejantes a las del jabdn ya que forman
espuma cuando se las agita en agua, cada molécula esta constituida por un elemento soluble
en lipidos (el esteroide o el triterpenoide) y un elemento soluble en agua (el aztcar).! Una
gran variedad de plantas son conocidas por su contenido de saponinas, como son la yucca,

el ginseng, la alfalfa, el aloe y la quinua.?

CH,OH
OH o)

OH

HOH,C

OH

Figura 1. Timosaponina glicésido con esqueleto de sarsasapogenina.

Para la obtencidn de las sapogeninas, se realiza la hidr6lisis acida o enzimatica de la
saponina, obteniéndose carbohidratos y una aglicona,! dependiendo de la naturaleza de la
aglicona puede tener un esqueleto esteroidal o triterpénico. Las sapogeninas esteroidales se

clasifican en colestanicas, furostanicas y espirostanicas (Figura 2).3*

(a) Colestanica (b) Furostanica (c) Espirostanica

Figura 2. Clasificacion de las sapogeninas esteroidales.




INTRODUCCION

Las sapogeninas de tipo espirostanicas representan una de las clases mas abundantes
en las plantas en comparacion con las anteriores, estos compuestos contienen un espirocetal
fusionado en el C-22 entre los anillos E y F, ademés se dividen en dos series (25R y 255)
segun la orientacion del metilo en C-25 ya sea ecuatorial o axial respectivamente, por
ejemplo la tigogenina y sarsasapogenina (Figura 3).*

25R

O 258

HO H
H H
(19) (20)
Tigogenina Sarsasapogenina

Figura 3. Sapogeninas espirostanicas de la serie 25R y 25S.

La posibilidad de convertir las sapogeninas esteroidales en esteroides de
importancia farmacéutica se descubrié por Russel E. Marker en 1940, cuando reportd el
procedimiento de la degradacién de la cadena lateral de una sapogenina espirostanica,
propiciando asi una busqueda exhaustiva de plantas productoras de esteroides investigando
un gran nudmero de especies de los géneros de Agave y Yucca, encontrando 13 nuevas

sapogeninas (Figura 4); algunas de ellas fueron identificadas en plantas de otros géneros.

Tum

A7)

HECOGENINA

Agave sisalana
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(21)

KAMOGENINA

HO (23)

YUCAGENINA

Yucca elata

o
T
\\“‘
O

HO (24)

ROCOGENINA

Agave gracilipes

Figura 4. Ejemplo de sapogeninas obtenidas de las plantas.




INTRODUCCION

Con el descubrimiento de Marker un gran numero de aperturas &cidas han sido
estudiadas en relacion a la reactividad del anillo espirocetdlico de las sapogeninas
espirostanicas, convirtiéndolas en compuestos de gran importancia econdémica® en la
industria farmacéutica para la sintesis de corticosteroides, anticonceptivos orales y

hormonas sexuales (Figura 5).%7

OH
@)
H O {11y o H
@)
HIDROCORTISONA

Figura 5. Ejemplo de un esteroide medicinal obtenidos de sapogenina espirostanica

hidrocortisona (antiinflamatorio).

Debido a lo anterior diversas investigaciones relacionadas con las sapogeninas
espirostanicas han dirigido su atencion en torno a su reactividad quimica y actividad
biolégica. Por lo cual en la sintesis de compuestos esteroidales a partir de estas materias
primas se buscan nuevas metodologias que permitan la preparacion de esteroides con
actividad biologica. Por lo tanto en este trabajo se decidié explorar la reactividad de las
(25R)-23-espirosapogeninas frente al tratamiento en presencia de TiCla.




ANTECEDENTES

4. ANTECEDENTES

4.1 Degradacion de Marker y la sintesis de hormonas esteroidales

En 1940 Russel E. Marker realizo la degradacion a la cadena lateral de sapogeninas
esteroidales, transformando la sarsasapogenina en acetato de pregnenolona en buenos
rendimientos, este Ultimo representd un intermediario de gran importancia para la sintesis

de la progesterona (Esquema 2).

255 0O
= OAc
O
Ac,O CrO,
HO (20) 25 AcO (26)
H AcO Y (25) b
Sarsasapogenina Pseudosarsasapogenina Acetato de pregnenolona

Esquema 2. Degradacion de la cadena lateral de sarsasapogenina.

La sarsasapogenina fue aislada de la semilla de Yucca filifera, esta pertenece a la
serie 25S y al tener fusion cis entre los anillos A 'y B se puede introducir con facilidad la
doble ligadura que tienen la mayoria de las hormonas sexuales en C-4, como son, la
testosterona, la progesterona y las hormonas de la corteza suprarrenal como la cortisona y

la dihidrocortisona.

En 1940 T. Tsukamoto envio a Marker un lote de diosgenina, que fue aislado de un
extracto de Dioscorea tokoro (Makino). Realizando el mismo procedimiento de
degradacion mencionado anteriormente (Esquema 2); la diosgenina (18) fue sometida a
condiciones de apertura calentando a 200 °C con anhidrido acético, obteniendo
pseudodiosgenina (27), la cual posteriormente se transformo a pregnenolona (29) que
mediante una serie de reacciones permitia la obtencion de progesterona (31) y facilito la

sintesis de otras hormonas sexuales y corticosteroides (Esquema 3).8
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o OAc
o)
o
—_—
(27) AcO 28

Ac,O

—_——

HO (18)  200°C AcO
Diosgenina Pseudodiosgenina
AcOH
(0]
Hz/Pd
1)Br2
2)C rO
(31)  3zZn/AcoH AO AcO (29)
Progesterona Pregnenolona

Esquema 3. Degradacion de Marker de la diosgenina (18).

La disponibilidad de diosgenina y el hecho de que contiene un enlace doble en su
ndcleo sugirié que seria un compuesto ideal para la eliminacion de la cadena lateral que
conduce a derivados de la serie pregnano. Por lo anterior se hicieron estudios de contenido
de diosgenina demostrando que la mejor fuente de ésta se encuentra en las Dioscoreas

silvestres de los tropicos himedos de México y Centroamérica (Figura 6).°

(b)
Figura 6. Algunas especies de Dioscoreas (a) Dioscorea tokoro y (b) Dioscorea

macrostachya, fuentes de diosgenina.
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Por otro lado la hecogenina, fue aislada por primera vez por Marker y colaboradores
de los extractos de dos especies de la familia de Bromeliaceae, de Hechtia texensis de ahi
su nombre, también fue obtenida de 16 especies de Agaves (magueyes) nativos de México
y del sur de Estados Unidos (Figura 7).*°

HO a7

Hecogenina

Figura 7. Agave Hechtia texensis fuente natural de hecogenina.

La estructura de la hecogenina (17) fue establecida por correlacion con tigogenina
(19) de estructura previamente establecida, cuando la hecogenina fue sometida a una
reaccion de Wolff-Kishner perdié la cetona de C-12 y se transformO en tigogenina
(Esquema 4).10

- O
- N
S
D

Wolff-Kishner

—_——

HO A7) HO

|E|

§ (19)

Hecogenina Tigogenina

Esquema 4. Tigogenina a partir de hecogenina.

Debido a la investigacién de la sintesis de hormonas esteroidales, México ocupd
durante varios afios uno de los primeros lugares en la industria de hormonas a nivel
mundial. Marker inicié sus sintesis en 1944 en Syntex S. A. que fundé en la Ciudad de
México con Emeric Somlo y Federico A. Lehmann, dando lugar a la produccion de
hormonas a partir de la cabeza de negro (Dioscorea macrostaycha) como materia prima,

convirtiéndose de esta manera la diosgenina el intermediario que mediante la degradacién
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de Marker, se utiliz para sintetizar corticosteroides y hormonas a bajo costos. En el afio
1945 Marker abandon6 Syntex S. A. y fundd una nueva empresa en Texcoco llamada
Botanica-mex en donde aislaba méas diosgenina de otra Dioscorea composita llamada por
los nativos barbasco, sintetizando también la progesterona. En 1951 Dijerassi Yy
colaboradores describieron la sintesis de la noretindrona, el primer anticonceptivo oral
comercializado, en este tiempo México se convirtio en una poderosa fuerza internacional en
el desarrollo de esteroides como productos farmacéuticos de hormonas sexuales y

costicosteroides (Figura 8).°

HORMONAS SEXUALES

OH OH ;O
0 (32) Hojijigjii)§ 0 (31)

TESTOSTERONA ESTRADIOL PROGESTERONA
ANTICONCEPTIVO CORTICOSTEROIDES
OH OH
OH / (0] o
/ (@) mQH HO nmQH
Djerassi
0 (34) o (35) o (36)
NORETINDRONA CORTISONA CORTISOL

Figura 8. Ejemplo de hormonas sexuales y corticosteroides.

4.2 Reactividad de la cadena lateral de sapogeninas espirostanicas

En las ultimas décadas la funcionalizacién de la cadena lateral de las sapogeninas se
ha convertido en objeto de estudio debido a su aplicacion en sintesis de productos naturales
con importante actividad bioldgica,'* por ejemplo, la sintesis de derivados de solasodina
(antitumoral),’> de galeterona (anticanceroso),”* cefalostatinas,’* analogos de

brasinoesteroides,® glicoespirostanos,'® etc. Actualmente, la sintesis de una variedad de

10
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productos naturales de tipo esteroidal fija su atencion en estudios previos de reactividad de
la cadena lateral de las sapogeninas espirostanicas, algunas de las cuales se discuten a

continuacion.

En 1994 se describi6 la apertura de los anillos E y F de acetato de hecogenina (1) y
tigogenina (3) via una oxidacion selectiva del C-16 con DMDO vy seguida por el
tratamiento con anhidrido acético y acido acético a 40 °C. Mediante estas condiciones de
reaccion se obtuvieron los derivados 16,22-diceto-26-acetoxicolestanicos 39 y 40 en

rendimientos cuantitativos (Esquema 5).%

25R

37. Y=5a-H,Z=H,X=(C=0)
38. Y=5a-H,Z=H,X=CH,

1. Y=50-H,Z=H, X = (C=0)

3. Y=50-H,Z=H, X=CH, 40 °C 20%)01;
C

v 39. Y =5a-H,Z=H,X=(C=0)
z 40. Y =5a-H,Z=H, X =CH,

Esquema 5. Sintesis de los compuestos 16,22-diceto-26-acetoxicolestanicos.

En 1999 Sandoval-Ramirez y colaboradores'® reportaron la obtencion de los
productos 41 y 42 a partir de acetato de hecogenina (1) y diosgenina (2), en rendimientos
del 87% y 85% respectivamente; la conversion se realizé en un solo paso con BFs-OEt, y
Ac,O manteniendo la quiralidad natural en C-20 y C-25 (Esquema 6). EI mismo
procedimiento se describié en el 2003 para la serie 25S a partir de acetato de
sarsasapogenina (43) obteniendo el 22,26-epoxicolestano-22-eno 44 anélogo a 41 y 42
(serie 25R) y tres derivados furostanicos 45, 46 y 47 (Esquema 7). Con estos resultados se

demostro que las sapogeninas de la serie 25R y 25S tienen una diferencia significativa en
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términos de la regioselectividad de apertura de los anillos E y F de la fusion espirocetal
cuando se hacen reaccionar con BF3-OEt; y Ac,0,'® la cual es gobernada por cuestiones
mecanisticas relacionadas con impedimento estérico del Me-27 cuando este se encuentra en

posicién axial o ecuatorial.

1. Y=50-H,Z=H, X=(C=0) 41. Y=50-H, Z=H, X =(C=0) 87%
2. Y,Z=A% X=CH, 42. Y,Z=NA, X=CH, 85%

Esquema 6. Sintesis de acetil dihidropiranos en un solo paso (serie 25R).

H

Esquema 7. Sintesis de acetil dihidropiranos y derivados furosténicos (serie 25S).

Como continuacion a los trabajos anteriores Rincon y colaboradores, ¢ realizaron la
apertura del anillo E de acetato de diosgenina (2) en presencia de ZnCl./Ac20 en lugar de
BFs-OEt2/Ac2O obteniendo 42 en mejor rendimiento, posteriormente con este compuesto
llevaron a cabo diferentes transformaciones quimicas con el objetivo de evaluar la

reactividad quimica y preparar andlogos de brasinoesteroides (Esquema 8).
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ZnC12

—_—

ACZO

S. Rincdn 2006

ot

NaBH, ZnCl,

Esquema 8. Sintesis de brasinoesteroides a partir de diosgenina.

En el 2010 se describié una metodologia para la apertura regioselectiva del anillo E
y F de hecogenina (17) y diosgenina (18) mediante condiciones que evitan la acetilacion
de C-26, para los compuestos obtenidos se realizaron ensayos de actividad biol6gica
demostrando actividad anticancerosa en lineas celulares CaSki, HeLa y ViBo cérvico

uterinas, probando la induccion de apoptosis en dichas células (Esquema 9).1%®
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AC20/ BF3 . OEtz
- =

0°C
HO
z
17. Y =5a-H, Z=H, X = (C=0) 52. Y =5a-H, Z=H, X = (C=0)
18. Y,Z=A>, X=CH2 53. Y,Z=A, X=CH2

Esquema 9. Compuestos con actividad anticancerosa.

Pérez-Diaz y colaboradores? sintetizaron y evaluaron bioldgicamente tres nuevos
esqueletos colestanicos, a partir de los compuestos 41 y 42 de la serie 25R aplicando
metodologias previamente reportadas en el grupo de trabajo de Santillan y Sandoval.!8&¢
Mediante el uso del acido p-TsOH obtuvieron los derivados 22-ceto-23,26-epoxicolestanos
48 y 54; posteriormente mediante una apertura reductiva del anillo F con 9-BBN generaron
los 23-etiliden-26-hidroxi-22-cetocolestanos 55 y 56 (Esquema 10). Estos derivados
modificados presentaron actividad citotoxica frente a células CEM y MCF7 demostrando

su capacidad para inducir apoptosis en ellas.
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AN

p-TsOH

_—
- -
Tolueno

O
120 °C
30 min. )J\O

54, Y =50-H, Z=H, X = (C=0)
z 48. Y,Z=A5, X=CH2

41. Y =5a-H,Z=H, X = (C=0)
42. Y,Z=A, X=CH2 9-BBN| [THF5h
t.a.

OH
(0]
)ko d
Z 55. Y=50-H,Z=H, X = (C=0)
36-46% 56. Y,Z=A5, X=CH2

Esquema 10. Sintesis de 23-etiliden-26-hidroxi-22-cetocolestanos.

En 2014 Hamid y colaboradores® describieron la sintesis de esteroides derivados de
acetato de diosgenina (2) a traves de la apertura del anillo F, la apertura regioselectiva de
este anillo se promovid con el uso del cianoborohidruro de sodio en AcOH a temperatura
ambiente, produciendo el alcohol 57, el posterior tratamiento con clorocromato de piridina
(PCC) genera el aldehido 58 que enseguida se transforma a la cetona 59 (Esquema 11).
Estudios de actividad bioldgica demostraron que el compuesto 57 fue el compuesto mas
activo inhibiendo la proliferacién celular mediante la detencion en la fase GO/G1 del ciclo
celular. EI mecanismo de accion de esta molécula es a través de la induccién de la caspasa

que promueve la apoptosis para que no haya proliferacion de células cancerosas.
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CH,OH
CHO

NaCNBH,
_— T O

)CJ)\ AcOH ta.5h 81% DCM anhidro
Reflujo 1 h 91%
o ° 58
57
2 Anilina
Etanol |Sustituida
ta.2h

(0]

59
66-84%

Esquema 11. Obtencidn de derivados colestanicos de acetato de diosgenina (2).

La sintesis de otros anadlogos de acetato de diosgenina (2), también se ha descrito
mediante el uso de NaCNBHz promoviendo la apertura reductiva del anillo F de tal forma
que el derivado 26-OH esteroidal 57 se oxida al aldehido 58 con PCC; este compuesto en
presencia de una amina aromatica con etanol produce la cetona 59. Otros analogos se
obtuvieron a partir del aldehido 58 con clorhidrato de hidroxilamina para formar la
aldoxima 60 y con la sal de Wittig para generar los derivados furosténicos 61-64. Estos
compuestos fueron evaluados en perfil anti-inflamatorio in-vitro inducido por
lipopolisacarido (LPS) en macréfago peritoneales primarios aislados de ratones (Esquema
12).22
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El andlogo 64 mostré actividad anti-inflamatoria significativa mediante la inhibicién de

LPS en macrdfagos sin ninguna citotoxicidad.

CH,0OH CHO

NaCNBH; PCC
Q - s o -
PR AcOHta.3h g0, DCM anhidro
© Reflujo 1 h
2 57 58
(0]
CHO
Etanol NH,OH/HCI
3.4,5-trimetoxianilina Etanpl
Reflujo 2 h 58 91% Reflujo 2 h
59 60
Sal de Wittig | Tolueno
NaH Reflujo 3-4 h
Ry

/R, 61. (trans): Ri= H, R,=fenil

62. (cis): Ry= 4-nitrofenil, R,=H

63. (cis): Ry=3,4,5 trimetoxifenil, R,=H
64. (trans): Ry= H, R,=3.,4,5 trimetoxifenil

Esquema 12. Anélogos sintetizados de diosgenina con actividad antiinflamatoria.

Recientemente se ha descrito que la apertura regioselectiva de hecogenina (17) y
diosgenina (18) produce los derivados de dihidropirona 65 y 66, mediante la acetdlisis con
BF3-OEt, y Ac,0 a 0 °C en rendimientos del 85-90% (Esquema 13).23

0 25R

-
-
-

ACzo/BF3 . OEtz
_—

0°C
HO
Y
Z
17. Y =5a-H, Z=H, X = (C=0) 65. Y =50-H, Z=H, X = (C=0)
18 Y,Z=A°, X=CH2 66. Y,Z=A> X=CH2

Esquema 13. Sintesis de dihidropiranos.
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Considerando la gran diversidad de compuestos esteroidales que han sido obtenidos
mediante la apertura de la cadena lateral de las sapogeninas espirostanicas, en el presente
trabajo se planteo el estudio sobre la reactividad de las (25R)-23-espirosapogeninas.
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5. JUSTIFICACION

Una gran cantidad de estudios en el &rea de quimica organica se encuentra dirigida
al descubrimiento y sintesis de nuevos compuestos que puedan tener algin beneficio al ser
humano, ya sea por sus propiedades biologicas o como intermediarios de compuestos
biolégicamente activos, de ahi la importancia por desarrollar nuevas y mejores
metodologias de sintesis. Por otra parte la funcionalizacion de la cadena terminal via
catélisis acida de las sapogeninas espirostanicas constituye una herramienta principal en la
sintesis de compuestos esteroidales con amplio espectro terapéutico, que van desde el
control natal, cancer de seno y prostatico, manejo del asma, inmunosupresores,
antiinflamatorios y enfermedades cutaneas entre muchos otros. En este sentido se han
desarrollado nuevas metodologias de aperturas en la cadena lateral con potencial aplicacion
en la sintesis de una gran variedad de compuestos esteroidales.

Estudios previos en nuestro grupo de trabajo>** han demostrado que el tratamiento
de las sapogeninas espirostanicas con diferentes acidos de Lewis o de Brensted-Lowry o
incluso el uso de un mismo é&cido, producen diferentes esqueletos esteroidales con
estructuras novedosas y analogas a otros esteroides de origen natural con actividad

bioldgica.

Recientemente® reportamos que la apertura con BF3-OEt; de 22-ceto-23-
espirostanos de la serie 25R produce en buenos rendimientos derivados colestanicos
analogos a la saponina de origen natural Galtonidsida con actividad anticancerigena.
Considerando los resultados obtenidos en este trabajo y que existen pocos reportes
relacionados con la reactividad de los 22-ceto-23-espirostanos, en el presente proyecto se
propone estudiar el comportamiento quimico de las 25R-23-espirosapogeninas frente a la

apertura con TiCla.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estudio de la regio y estereoselectividad de la apertura de los 22-ceto-23-
espirostanos de la serie 25R (hecogenina, diosgenina y tigogenina) frente al tratamiento con
TiCla.

6.2 Objetivos especificos

e Obtener las 23-cetosapogeninas a partir de hecogenina, diosgenina y tigogenina via

oxidacion de Barton.

oxidacion
1. Y=5a-H,Z=H, X =(C=0) 4. Y =50-H,Z=H, X = (C=0)
2.Y,Z=A°, X=CH, 5.Y,Z=A5 X=CH,
3. Y=50-H,Z=H, X=CH, 6. Y=50-H,Z=H, X=CH,

e Obtener los 22-ceto-23-espirostanos a partir de las 23-cetosapogeninas.

Isomerizacion
—_—

4. Y =50-H,Z=H, X = (C=0) 7. Y =50-H, Z=H, X = (C=0)
5.Y,Z=A°, X=CH, 8. Y,Z=A°, X=CH,
6. Y=50-H,Z=H,X=CH, 9. Y=50-H,Z=H,X=CH,
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e Estudiar el comportamiento quimico de los 22-ceto-23-espirostanos frente a las
condiciones de apertura con TiCls, purificar, caracterizar y evaluar la regio y

estereoselectividad de los nuevos compuestos.

7. Y =5a-H, Z=H, X = (C=0)
8. Y,Z=A°, X=CH,
9. Y=50-H,Z=H, X =CH,

e Proponer el mecanismo de reaccion, asi como la estereoquimica y asignacion

estructural de los nuevos compuestos.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

A partir de las sapogeninas 1-3 de la serie 25R, se obtuvieron los 22-ceto-23-
espirostanos (7-9) los cuales posteriormente fueron sometidos a las condiciones de apertura
previamente desarrolladas en nuestro grupo de trabajo® y modificando el acido de Lewis; se
utilizé TiCls en lugar de BFs-OEt,, encontrando que con el cambio del &cido de Lewis se
tiene la formacion de los derivados colestanicos 10-12 previamente reportados y ademas se

observo la formacién de los nuevos compuestos 22-hemicetalicos 13-15 (Esquema 14).

NaNO, / BF;-OEt,

CH;COOH
3 )J\O

1. Y=50-H,Z=H, X=(C=0) 4. Y=50-H,Z=H, X = (C=0)
2. Y,Z=A, X=CH, 5. Y,Z=A5, X=CH,
3. Y=50-H,Z=H,X=CH, 6. Y=50-H,Z=H,X=CH
2 BF;-OEt,
6 TiCl,

! TiCl,

10. Y =50-H,Z=H, X = (C=0) Ac,0/ CHyCl,
11. Y, Z=A, X=CH, 1.5h(0°C-ta.)
12. Y=50-H,Z=H,X=CH,

7. Y =50-H,Z=H, X =(C=0)
8. Y,Z=A5, X=CH,
9. Y=50-H,Z=H,X=CH,

13. Y =50-H, Z=H, X =(C=0)
14. Y,Z=A5, X=CH,
15. Y=50-H,Z=H, X=CH,

Esquema 14. Obtencidn de los nuevos derivados hemicetalicos 13-15.
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Para la obtencion de 13, se inicid con la preparacion de la 22-ceto-23-
espirohecogenina (7) la cual se obtuvo en un rendimiento del 33% a partir de la

metodologia mostrada en el esquema 15.

NaN02 / BF3OEt2
CH;COOH 1.5h

4.5h. | BF3'OEt,
ta. | HCOOH

Esquema 15. Preparacion del 22-ceto 23-espirohecogenina (7).

Posteriormente la 22-ceto-23-espirohecogenina (7) se hizo reaccionar con TiCls en
diclorometano de 0 °C a temperatura ambiente durante 1.5 h (Esquema 16). Encontrando
que en estas condiciones el compuesto 7, produce el derivado colestanico 10 en 36% de
rendimiento y el nuevo compuesto 13 en 30%.

TiCl, / (CH3C0),0

& CH,Cl, 1.5h (0°C-t.a.)

Esquema 16. Apertura del compuesto 7.
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La asignacion del compuesto 10 se realiz6 por comparacién con los datos

espectroscopicos previamente reportados.®

En la figura 9 se muestra el espectro de RMN de 'H en el que se observa la
presencia de una sefial doble en 5.67 ppm con J2425 = 9.3 Hz, asignada a H-24, ademas una
sefial maltiple en 3.96 ppm que corresponde a los hidrogenos diastereotdpicos de 26.
También se observan dos sefiales maltiples en 2.96 ppm y 2.60 ppm asignadas para H-25 y
H-20 respectivamente, asi como las sefiales simples que pertenecen a los metilos 18 y 19 en
1.27 y 0.96 ppm respectivamente y dos sefiales dobles para los metilos secundarios 21 y 27

en 1.18 ppmy 1.04 ppm.
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26"-OCOCHs
3’-OCO[CHs
CHs-18
CHs-19
CH3-27
CHs:21
H-24
2H-26
H H-1lax H-17
H-3 H-16 H-25

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 0.6

Figura 9. Espectro de RMN H (400 MHz) de 10 en CDCls.
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La asignacion del nuevo compuesto 13 se realizo con ayuda de los siguientes datos
espectroscopicos. En el espectro de infrarrojo se observd una banda de absorcion
caracteristica de grupos hidroxilo en 3437 cm™, ademas en la region de 1727 y 1707 cm
se observaron dos bandas asignadas a los grupos carbonilos en C-12, y C-22

respectivamente.

Para el nuevo compuesto 13 el espectro de RMN de H (Figura 10) mostrd en 4.69
ppm una sefial multiple asignadas a los H-16 y H-3. En 4.09 ppm se observa una sefial
simple ancha asignada al 22-OH, ademas los hidrogenos diastereotdpicos de la posicion 26
se observaron como una sefial mualtiple en 3.96 ppm confirmando la apertura del anillo F de
la cadena terminal. También se observan las sefiales caracteristicas que corresponden a los
metilos cuaternarios CH3-18 y CHs-19 en 1.18 ppm y 0.95 ppm respectivamente asi como

los metilos secundarios CH3-21 y CH3-27 en 1.04 ppmy 0.96 ppm.

En el espectro de RMN de 3C de 13 (Figura 11) se observaron las 31 sefales
esperadas, dentro de las que destacan dos sefiales caracteristicas de grupos carbonilos en
212.6 y 207.1 ppm asignadas a los C-12 y C-22 con ayuda del experimento de HMBC. Las
dos sefiales de los carbonilos de acetato sustituidos en C-26 y C-3 se asignaron en 171.0 y
170.5 ppm. Con ayuda del experimento HSQC fueron asignados los carbonos base de
oxigeno C-16, C-3y C-26 en 82.5, 73.1 y 68.3 ppm respectivamente.

Para el compuesto 13 se asignd un total de seis metilos, nueve metilenos, nueve
metinos y siete carbonos cuaternarios con ayuda del experimento DEPT (Figura 12) los

cuales corresponden a la estructura propuesta.
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CH;-19
CH,-CO-26'
CH1CO-3'
CH;-18
CH427
CH;-21
OH
ah 2H-26 w17 P H20
J _”\ A, U‘M\A Jiy i
A

T T

L L e e e B e B L i
8 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3

T T T T T T T T T T

7 36 35 34 33 32 31 3029 28 27 26 2
1 (ppm)

T

——TT 77T T T T
524 23 22 21 20 19 18 17 16 1

T T T T T T T

514 13 12 11 1.0 0.9

Figura 10. Espectro de RMN *H (400 MHz) de 13 en CDCls.
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C-9
C-13
C-19
20 c-27
C-22 C-3 C24
C26 G4 s C-p1
C-16 C-17 CH18
C-23 CH;-CO-3'
C-12 CH>-CO-26'

170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60
1 (ppm)

T T T T T

210 200 190 180

Figura 11. Espectro de RMN C (100 MHz) de 13 en CDCls.
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RMN 13C
c9
c-13
C-16 c3 C-26 C-14| ca7 c5
~J el L M, [ N
c-27 c-19
DEPT 135 -18 c-21
- c-20 R
C-16 c3 caf 17 c5 “r
A \ | KM b A
Al
DEPT-90
c6'c2
C-16 c3 c9 C-17 C-15C-25
C-14 c5
C-26
A ) A 1 L (W " A
i
T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 55 45 40 30 25 20 15 10
1 (ppm)

Figura 12. Espectro de RMN *3C (100 MHz) DEPT 135 y 90 de 13 en CDCla.
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Con ayuda del experimento HSQC (Figura 13) fue posible asignar los carbonos a
sus hidrogenos por ejemplo, los carbonos unidos a oxigeno C-16 en 82.5 ppm con H-16 en
4.69 ppm, C-3 en 73.1 ppm con el H-3 en 4.69 ppm y el C-26 en 68.3 ppm con la sefal
maultiple asignada en 3.96 ppm que integra para dos hidrogenos asignada a 2H-26. Por otra
parte C-17 localizado en 53.2 ppm y el C-24 en 39.3 ppm correlacionaron con los protones
H-17 en 2.67 ppm e H-24 en 2.80 ppm respectivamente y C-20 en 39.4 ppm con H-20 en
2.23 ppm (Figura 16).

En la figura 14 se muestra el espectro COSY, el cual fue de gran utilidad para
asignar hidrégenos vecinales mediante correlaciones homonucleares; por ejemplo el H-17
en 2.67 ppm mostro correlaciones con el H-20 en 2.23 ppm y H-16 en 4.69 ppm. Los dos
H-26 en 3.96 ppm correlacionaron con el H-25 en 2.46 ppm y a su vez este con H-24 en
2.80 ppm.
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CH,-21

H25 H-20
R (-1

| o Ao Lo AN

C-20
C-24 = —
E
C-5 &
=50 =
%'193 pg —=Es—
= — B DVES=S—
C-14 3 = =2
60
C-26 = — S
3 (= 70
Cc-3 :_—@E’j:l__':_-
?
E 80
C-16

3.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.3 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

Figura 13. Espectro HSQC de 13 en CDCla.
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19
18

21

ey
C
§5]

o

H-20 )
H-11' B
H-25 ™
H-17 =
H-24

f1 {ppm)

3.5

3.0

50 48 446 44 42 40 3.8 36 34 3.2 ?20([3 2.}8 26 24 22 20 18 1.6 14 1.2 1.0 0.8
pm
Figura 14. Espectro COSY de 13 en CDCls.
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El experimento HMBC (Figura 15) se utiliz6 para asignar inequivocamente algunos
carbonos cuaternarios; a continuacion se describen estas correlaciones a larga distancia: El
carbono en 212.6 ppm se asigné como C-12 debido a que correlacion6 a 3 enlaces con
CHs-18 en 1.18 ppm y a dos enlaces con los hidrogenos diasterotopicos de H-11 en 2.40
ppm y 2.28 ppm, también mostro correlacion a tres enlaces con el H-17 en 2.67 ppm. Por
otra parte, para el C-23 se observo correlacion a dos y tres enlaces con los H-24, H-25 y H-
20 localizados en 2.80 ppm, 2.46 ppm y 2.23 ppm respectivamente. Mediante este
experimento fue posible asignar inequivocamente los carbonilos de acetilo sustituidos en la
posicién 26” y 3, estos se asignaron en 171.0 ppm y 170.5 ppm respectivamente por

correlacion a tres enlaces de distancia con los H-26 en 3.96 ppm e H-3 en 4.69 ppm.

Adicionalmente con el experimento NOESY (Figura 16) de 13 fue posible
determinar la configuracién del nuevo centro quiral en C-22. Esto debido a que se conoce
que los hidrogenos del CHs-21 se encuentran en o, y considerando que en el espectro se
observa una correlacion a través del espacio del CH3z-21 en 1.04 ppm y el hidroxilo
sustituido en C-22 en 4.09 ppm; por lo tanto se concluye que este sustituyente se encuentra

en posicion «, de tal manera que la estereoquimica para este nuevo centro quiral es 22S.
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Figura 15. Espectro HMBC de 13 en CDCla.
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Figura 16. Espectro NOESY de 13 en CDCls.
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En nuestro interés por obtener mas informacion acerca de la estereoquimica
presente en C-22, realizamos pruebas de cristalizacion. Por lo tanto el compuesto 13 se
someti0 a evaporacion lenta en una mezcla de disolvente éter etilico/hexano 5:5,
obteniendo cristales adecuados para difraccion de rayos-X. El compuesto cristalizd en
sistema cristalino monoclinico. En la figura 17 se observa que la configuracion en los
centros estereogenicos C-20S y C-25R se mantiene intacta, ademas mediante este analisis
se observa que el OH en C-22 se encuentra o asignando y configuracién S en C-22 (Figura

17). La fusién de los anillos A/B, B/C, C/D es trans mientras que para los D/E es cis.

Algunas distancias de doble enlace caracteristicas son las de 1.179 A y 1.215 A para
C12=012 y C23=023.

Figura 17. Estructura molecular de (25R, 22S)-34,26-diacetoxi-164,22-epoxi-5a-colestan-
22-0l-12,23-diona (13). Con elipses al 35% de probabilidad.

En el esquema 17, se propone un mecanismo para la formacion del compuesto 13.
Como primer paso se sugiere que el acido de Lewis TiCls libera un Cl el cual reacciona con
una molécula del anhidrido acético formando el TiCls, este se coordina al O-22 lo que
promueve la migracion del enlace O-16 hacia C-22 para formar el intermediario 11 el cual
se transforma en un intermediario oxonio 1l altamente reactivo; el Cl liberado previamente,
activa al anhidrido acético generando cloruro de acilo y el ion acetil el cual ataca al C-26
susceptible de ataque nucleofilico promoviendo la apertura del anillo F y por dltimo la
presencia de agua genera la perdida de la coordinacion entre O-22 y el TiCls justificando la

formacion de 13.

36



DISCUSION DE RESULTADOS

OTiCly

/”,/ N p
Il

Esquema 17. Mecanismo de reaccion para la formacién del compuesto 13.

Adicionalmente continuando con la metodologia anterior se trabajo con el acetato
de diosgenina (2) para obtener la 22-ceto-23-espirodiosgenina 8 en un rendimiento del 34%

(Esquema 18).

NaN02 / BF3OEt2
CH;COOH 15h

4.5h. | TiCly
ta. CH,Cl,

Esquema 18. Preparacion del 22-ceto 23-espirodiosgenina 8.

Enseguida la 22-ceto-23-espiodiosgenina (8) se hizo reaccionar con TiCls en
diclorometano de 0 °C a temperatura ambiente durante 1.5 h (Esquema 19), observando

nuevamente la formacion de los compuestos colestanicos 11 y 14.

e
37




DISCUSION DE RESULTADOS

TiCl, / (CH3CO),0
_ el sy

CH,Cl, 1.5h (0°C-ta)  °

Esquema 19. Apertura del compuesto 8.

Al igual que 10 la asignacion del compuesto 11 se realizé por comparacion con los
datos espectroscopicos previamente reportados en nuestro grupo de trabajo.® Para el nuevo
compuesto 14 el infrarrojo mostré6 una banda de absorcidn caracteristica de grupos
hidroxilo en 3481 cm™, ademas en la region de 1731 cm™ se observo tnicamente una banda
asignada al carbonilo de la posicion 23. A diferencia de los hemicetales obtenidos a partir
de hecogenina para el caso de diosgenina en los espectros de RMN de H y C del
derivado 14 se observd la presencia de otro compuesto por placa cromatografica con

similar factor de retencion, la mezcla epimérica del alcohol en  (Figura 18 Y 19).
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26"-OCOCHs
3’-OCOCHs

2H-26

H-6
H-16 OH k\'ﬂ

5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8

3.2
f1 (ppm)

Figura 18. Espectro de RMN *H (400 MHz) de 14 en CDCls.
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C-26
c-3
Cc-6 c-22 C-16
3'-OCOCH:
26"-OCOCH; c-5
Cc-23
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN *C (100 MHz) de 14 en CDCla.
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Finalmente se realizd un experimento adicional obteniendo la 22-ceto-23-espirotigogenina
(9) a partir del acetato de tigogenina (3) (Esquema 20).

NaNO, / BF;-OEt,

CH;COOH 1.5h

50%

o
Esquema 20. Preparacién del 22-ceto 23-espirodiosgenina (9).

La 22-ceto-23-espirotigogenina (9) se hizo reaccionar con TiCls en diclorometano de 0 °C
a temperatura ambiente durante 1.5 h (Esquema 21), observando que en estas condiciones el
compuesto 9 también da lugar a la formacién de los compuestos 12 y 15.

TiCly / (CH3CO),0 o
CH,Cl, 1.5 h (0 °C - t.a.)

9 12

Esquema 21. Apertura regioselectiva del compuesto 9.

La asignacion del compuesto 12 se realizd por comparacion con los analogos previamente
descritos.® La asignacion del compuesto 15 se realizé con la RMN de H y 2C (Figura 20 y
Figura 21). Con estos resultados se observo que al igual que la diosgenina el hemicetal derivado
de tigogenina también se obtiene en mezcla con trazas de otro subproducto que también muy

probablemente se debe a la formacion de su epimero en C-22.
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3’-OCOCHs3
26"-OCOCHs

OH
H-3 2H-26
Iy MJJA\__—)\M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.2 8 2.6 2.4 2.2

T T T

3.6 3.4

T T T T T T T T T T T T T
3.0 2. 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN H (400 MHz) de 15 en CDCls
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(@)
C-26
C-3
C-22
C-16
3-OCOCHs3
26"-OCOCHj3
C-23
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 50 40 30 20 10
f1 (Ppm)

Figura 21. Espectro de RMN *3C (100 MHz) de 15 en CDCl3
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que la reaccion es regioselectiva obteniendo
Unicamente los compuestos provenientes de la apertura del anillo F de los 23-espirocetales
7-9. La apertura del compuesto 7 para formar el hemicetal 13 es estereoselectiva
produciendo unicamente el alcohol a a diferencia de la apertura de los compuestos 8 y 9. La
obtencion de cristales adecuados para analisis por difraccion de rayos-X de 13 permitio

confirmar la estructura, y estereoquimica del carbono-22, la cual por analogia se asigné a

los compuestos 14 y 15 obtenidos en mezcla con su epimero.

7. Y=>50-H,Z=H, X =(C=0) 10. Y =5a-H, Z=H, X =(C=0) 13. Y=5a-H, Z=H, X =(C=0)
8. Y,Z=A5, X=CH, 11. Y,Z=A5, X=CH, 14. Y,Z=A5, X=CH,
9. Y=5a-H,Z=H, X=CH, 12. Y=5a-H,Z=H,X=CH, 15. Y =5a-H,Z=H, X =CH,
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9. PARTE EXPERIMENTAL

9.1 Instrumentacion y equipo

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en los espectrometros Thermo
Scientific Nicolet iS10 usando reflectancia total atenuada (o, cm™). Los puntos de fusion se
determinaron en un aparato Fisher-Scientific y Fisher-Johns y no estan corregidos. Los
espectros de Resonancia Magnética Nuclear de (*H, *C, DEPT, HSQC, COSY, NOESY vy
HMBC) se determinaron en los espectrofotémetros Varian Mercury Plus 400 y Bruker
Acend 400 MHz. Los desplazamientos quimicos (8) 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 fueron obtenidos a 70 eV en Spectrometro thermoscientific trace 1300-
ISQ. Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) fueron adquiridos en un
espectrometro Agilent Technologies, modelo 1100 acoplado a un cromatdgrafo de gases
TOF con una fuente APCI. Los reactivos se adquirieron de la casa comercial Sigma-
Aldrich.

El seguimiento de las reacciones se llevd a cabo por medio de cromatografia en capa fina
(CCF), utilizando cromatoplacas (4 cm x 3 cm) de gel de silice de 0.2 mm de espesor
soportado en placas de aluminio, provistos ademas de un factor de revelado F254 usando
como fase mdvil Hexano/AcOEt (7:3). El revelado de las cromatoplacas se realizé con una

lampara de luz ultravioleta a 254 nm, también con una solucion de H.SOa/agua (30% V/V).

La separacion de los productos obtenidos se realizd mediante cromatografia en columna,

empacadas con gel de silice grado (70-230 Mesh).
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9.2 Oxidacidn de (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-12-ona (1) con NaNO2/BFs-OEt2

A una solucién de 1.00 g (2.180 mmol) de (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-12-ona (1) en
Acido acético glacial (42.30 mL) se le adicionaron 3.28 mL (26.64 mmol) de BF3-OEt; y
3.33 g (48.64 mmol) de NaNO- en pequefias porciones durante 1 h a t.a., transcurrido este
tiempo la agitacion se mantuvo por 1 h adicional a t.a., posteriormente la mezcla se
adicion6 en agua y se extrajo con CH2Cl,. La fase orgénica se lavo con solucion saturada
de bicarbonato de sodio (NaHCO:3), se filtro sobre sulfato de sodio (Na.SO4) anhidro y se
evaporé a sequedad. El crudo de reaccion se purificd mediante cromatografia en columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de Hexano/AcOEt (9:1)
el compuesto (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-23-ona (4) (1.4026 g, 68 %).

9.3 Preparacion de (23R, 25R)-3p-acetoxi-164,23:23,26-diepoxi-5a-colestan-12,22-
diona (7)

A una solucién de 900 mg (1.84 mmol) de (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-23-ona (4) en
acido formico (18.49 mL) se le adicion6 lentamente 2.57 mL (20.89 mmol) de BF3-OEty,
posteriormente la reaccion se mantuvo en agitacion magnética a temperatura ambiente
durante 4.5 h. La reaccion se extrajo con CH2Cl2 y se le hicieron 3 lavados con solucion
saturada de NaHCO3, después se filtrd sobre Na>.SO4 anhidro y se evapor6 a sequedad para
obtener 890 mg del crudo de reaccién. Posteriormente el crudo se purific en una columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de Hexano/AcOEt (9:1)
(292.60 mg, 33%) del compuesto (23R, 25R)-3p-acetoxi-164,23:23,26-diepoxi-5a-colestan-

12,22-diona (7) con recuperacion de la materia prima 4 (473.9 mg, 53%).
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9.4 Preparacion de (23Z,25R)-38,26-diacetoxi-168,23-epoxi-5a-colestan-23-en-12,22-
diona (10) y (25R, 22S)-3p,26-diacetoxi-16f,22-epoxi-5a-colestan-22-0l-12,23-diona
(13)

A una solucion de 300 mg (0.616 mmol) del compuesto 7 previamente disuelto en 6.1 mL
de CH2Cl. destilado y en atmdsfera de nitrégeno, se le adicionaron 0.65 mL de Ac20 (6.96
mmol) en bafio de hielo, después se agrego6 lentamente 0.33 mL de TiCls (3.082 mmol), la
reaccion se mantuvo 30 min en bafio de hielo, transcurrido este tiempo se dej6 en agitacion
magnética a t.a. durante 1 h adicional. La extraccion se realiz6 usando CH2Cl, como fase
orgénica, realizando el primer lavado con H2O, posteriormente se efectuaron tres lavados
con una solucién saturada NaHCOs, posteriormente se filtr6 sobre NaSO4 anhidro y se
evaporé a sequedad. Finalmente el crudo de reaccion se purifico mediante cromatografia en
columna empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt
(8:2) (1185 mg, 36%) del compuesto (23Z, 25R)-34,26-diacetoxi-164,23-epoxi-5a-
colestan-23-en-12,22-ona (10) y (103 mg, 30%) del compuesto (25R, 22S)-3/,26-diacetoxi-
16/,22-epoxi-Sa-colestan-22-ol-12,23-diona (13).

9.4.1 (237, 25R)-3p, 26-diacetoxi-168, 23-epoxi-5a-colestan-23-en-12,22-ona (10)

C31H1407
R¢: 0.24 (7:3 Hexano/AcOEt)
Miel incolora

IR v maxcm™(KBr): 2934, 2859, 2358, 2159, 1977, 1731, 1708, 1644, 1452, 1367, 1233,
1155, 1032, 905, 607, 570.

HRMS calculada para: C31H407 528.3087. Encontrada [M+H]* 529.3159.

RMN H (400 MHz, CDCls) 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 (LH,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,
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 -
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OCOCHs:), 2.03 (3H, s, 3, 3"-OCOCHs), 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 3C (100 MHz, CDCls) &: 212.2 (C-12), 199.1 (C-22), 170.9 (26"-OCOCHj), 170.5
(3'-OCOCHs), 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-OCOCHs), 16.7 (C-27), 14.1(C-18), 12.8 (C-21), 11.7
(C-19).

9.4.2 (25R, 22S)-3p,26-diacetoxi-16p,22-epoxi-5a-colestan-22-ol-12,23-diona (13)

C31H460s

Rf: 0.20 (7:3 Hexano/AcOEt)
Cristales blancos

Pf. 127-129 °C

IR v maxcm™(KBr): 3437, 2931, 2853, 1727, 1707, 1454, 1365, 1239.
HRMS calculada para: Ca1Ha60g 546.3193. Encontrada [M -OH]" 529.3159.

RMN *H (400 MHz, CDCls) 5: 4.69 (2H, m, H-3 y H-16), 4.09 (1H, s, OH-22), 3.96 (2H,
m, H-26a, H-26b), 2.80 (1H, dd, J = 16.4, 4.4 Hz H-24), 2.67 (1H, dd, J = 9.0, 6.6 Hz H-
17), 2.46 (1H, m, H-25), 2.40 (1H, dd, J = 5.8, 2.0 Hz, H-11ec), 2.28 (1H, dd, J = 14.6, 5.1
Hz, H-11ax), 2.23 (1H, m, H-20) 2.19 (1H, H-15a), 2.05 (3H, s, 26"-OCOCHs), 2.03 (3H, s,
3-OCOCHs), 1.18 (3H, s, H-18), 1.04 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-21), 0.96 (3H, d, J = 6.5 Hz,
H-27), 0.95 (3H, s, H-19).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 212.6 (C-12), 207.1 (C-23), 171.0 (26"-OCOCHj), 170.5
(3'-OCOCHs), 108.7 (C-22), 82.5 (C-16),73.1 (C-3), 68.3 (C-26), 55.7 (C-14), 55.2 (C-13),
55.2 (C-9), 53.2 (C-17), 44.4 (C-5), 39.4 (C-20), 39.3 (C-24), 37.6 (C-11), 36.2 (C-10),
36.1 (C-1), 34.2 (C-8), 33.7 (C-4), 31.4 (C-15), 31.1 (C-7), 28.7 (C-25), 28.1 (C-6), 27.1
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(C-2), 21.3 (3'-OCOCHs), 20.8 (26"-OCOCHs3), 16.8 (C-27), 16.1 (C-18), 13.1 (C-21), 11.8
(C-19).

9.5 Oxidacién de acetato de diosgenina (25R)-3f#-acetoxi-espirostan-5-en (2) con
NaNO2/BF3-OEt:

A una solucion de 500 mg (1.094 mmol) de acetato de diosgenina (2) en &cido
acético glacial (9.1 mL) se le adicionaron 0.5 mL (4.058 mmol) de BF3z-OEt, y 300 mg
(4.37 mmol) de NaNO: en pequefias porciones durante 75 min transcurrido este tiempo, la
agitacion se mantuvo por 15 min adicionales a t.a. posteriormente la mezcla se adicioné en
hielo y se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavo con solucion saturada de NaHCOg,
se filtr6 sobre Na;SOs anhidro y se evapord a sequedad. La purificacion se realizo
disolviendo el crudo de reaccion en la minima cantidad de benceno y se dej6 reposar toda la
noche sobre una columna empacada con alimina neutra (brockman Ill1). La posterior
purificacion con una mezcla Hexano/AcOEt (98:2) dando 161 mg, (31.5%) de (25R)-34-

acetoxi-espirostan-5-en-23-ona (5).

9.6 Preparacion de (23R,25R)-3f -acetoxi-16f,23:23,26-diepoxi-5-en-colestan-22-ona
(8)

A una solucion de 709 mg (1.507 mmol) de (25R)-34-acetoxi-espirostan-5-en-23-ona
(5) en é&cido férmico (15.07 mL) se le adiciond lentamente 2.1 mL de BFs-OEty,
posteriormente la reaccion se mantuvo en agitacion magnética a t.a. durante 4 h. La
reaccion se extrajo con CH>Cl> y se le hicieron 3 lavados con solucion saturada de
NaHCO3, después se filtrd sobre Na>SO4 anhidro y se evapord a sequedad para obtener
668.6 mg del crudo de reaccion. Posteriormente el crudo se purifico en una columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de Hexano/AcOEt 9:1
(246.2 mg, 34.72%) del compuesto (23R,25R)-3p-acetoxi-164,23:23,26-diepoxi-5-en-
colestan-22-ona (8) con recuperacion de la materia prima 5 (257.2 mg, 36.27 %).
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9.7 Preparacion de (23Z,25R)-38,26-diacetoxi-16f,23-epoxi-colestan-5,23-en-22-ona
(11) y (25R, 22S)-3p, 26-diacetoxi-16p4,22-epoxi-5-en-colestan-22-o0l-23-ona (14)

A una solucion de 300 mg (0.637 mmol) del compuesto 8 previamente disuelto en
6.37 mL de CHCl> destilado y en atmosfera de nitrogeno se le adicionaron 0.62 mL de
Ac20 (2.06 mmol) en un bafio de hielo, se le adiciond lentamente 0.34 mL de TiCls (3.18
mmol), y la reaccion se mantuvo 30 min en bafio de hielo, transcurrido este tiempo la
reaccion se dejo en agitacion magnética a t.a. durante 1 h adicional. La extraccion se realizo
usando CH>Cl, como fase organica y efectuando tres lavados con una solucién saturada
NaHCOs, posteriormente se filtrd6 sobre NaSOs anhidro y se evapor6 a sequedad.
Finalmente el crudo de reaccion se purificO mediante cromatografia en columna empacada
con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt (8:2) (46 mg, 14%)
del compuesto (23Z,25R)-34,26-diacetoxi-16/,23-epoxi-colestan-5,23-en-22-ona (11) y
(43.8 mg, 12.56%) del compuesto (25R, 22S)-34,26-diacetoxi-164,22-epoxi-5-en-colestan-
22-0l-23-ona (14).

9.7.1 (23Z, 25R)-38, 26-diacetoxi-168, 23-epoxi-colestan-5, 23-en-22-ona (11)

C31H440s6
Laca amarilla
Rf: 0.44 (7:3 Hexano/AcOEt)

IR V maxCm™L(ATR): 2970, 2939, 2903, 2850, 1731 (C=0), 1643 (C=0), 1454, 1374, 1236,
1137, 1033, 907, 753,

HRMS calculada para: C31H406 512.3138. Encontrado [M+H]" 513.3213.

RMN H (400 MHz, CDCl3) &: 5.60 (1H, d, Jas25 = 9.3 Hz, H-24), 5.39 (1H, m, H-6 ), 4.61
(1H, m, H-3), 4.13 (1H, m, H-16), 3.99 (1H, dd, Jgem= 10.6 Hz Josazs = 6.3 Hz, H-26a),
3.94 (1H, dd, Jgem = 10.6 Hz Jasa2s = 6.6 Hz, H-26b), 2.97 (1H, m, H-25), 2.72 (1H, m, H-
20), 2.04 (6H, s, 3,26"-OCOCHs), 1.15 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-21), 1.06 (3H, s, CHs-19),
1.04 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-27), 1.0 (3H, s, CH3-18).
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RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 201.2 (C-22), 172.1 (26"-OCOCHs), 171.6 (3'-OCOCHs),
152.3 (C-23), 140.6 (C-5), 122.8 (C-6), 117.1 (C-24), 79.7 (C-16), 74.2 (C-3), 68.3 (C-26),
57.2 (C-17), 53.4 (C-14), 50.1 (C-9), 42.8 (C-13), 40.0 (C-20), 39.7 (C-12), 38.3 (C-4),
37.1 (C-1), 36.8 (C-10), 33.2 (C-15), 32.1 (C-7), 31.5 (C-8), 29.6 (C-25), 27.8 (C-2), 21.5,
21.0 (3',26"-OCOCHs), 20.9 (C-11), 19.4 (C-19), 16.9 (C-27), 14.9 (C-18), 13.5 (C-21).

9.7.2 (22S, 25R)-3p, 26-diacetoxi-16p,22-epoxi-5-en-colestan-22-ol-23-ona (14)

C31H4607
Laca amarilla
R¢: 0.41 (7:3 Hexano/AcOEt)

IR v maxcm*(ATR): 3481, 2937, 2905, 2871, 2848, 1731, 1452, 1375, 1238, 1030.

HRMS calculada para: C31Hs07 530.3244. Encontrado [M-OH]* 513.3210.

RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 5.38 (1H, m, H-6), 4.74 (1H, m, H-16), 4.61 (H-3), 3.94
(2H, m, H-26a, H-26b).

RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 209.2 (C-23), 171.3 (26"-OCOCHs3), 171.8 (3 -OCOCHs),
140.7 (C-5), 123.1 (C-6), 109.7 (C-22), 85.0 (C-16), 74.4 (C-3), 68.9 (C-26).

9.8 Oxidacion de acetato de tigogenina (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan (3) con
NaNO2/BF3-OEt:

A una solucién de 1.00 g (2.180 mmol) de acetato de tigogenina (3) en &cido acético glacial
(18,1 mL) se le adiciono 1 mL (8.153 mmol) de BFs;-OEt; y 0.600 g (8.72 mmol) de
NaNO: en pequefias porciones durante 1 h a t.a., transcurrido este tiempo, la agitacion se
mantuvo por 30 min posteriormente la mezcla se vertio sobre hielo y se extrajo con CH2Clo.
La fase organica se lavd por tres veces con solucion saturada de NaHCOs, se filtré sobre

Na>SO4 anhidro y se evaporo a sequedad. El crudo de reaccién se disolvio en la minima
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proporcion de benceno y se coloco en alimina Brockman 11, dejando reposar una noche se
eluy6 con Hexano/AcOEt (95:5), pero requirié ser repurificado en silice gel 70-230 mesh,
en una mezcla de Hexano/AcOEt (95:5) del (25R)-3p-acetoxi-5a -espirostan-23-ona 6
(0.551 g, 53.5 %).

9.9 Preparacion de (23R,25R)-3p-acetoxi-16/,23:23,26-diepoxi-5a-colestan-22-ona (9)

A una solucion de 322 mg (0.68 mmol) de (25R)-3p-acetoxi-5a-espirostan-23-ona (6)
en diclorometano anhidro 6.8 mL y en atmdsfera de nitrogeno se le adicionaron lentamente
0.074 mL (0.68 mmol) de TiCls, la reaccion se mantuvo en agitacion magnética durante 30
min, transcurrido ese tiempo la reaccién se extrajo usando CH2Cl. y se le hizo un lavado
con agua destilada y tres lavados con solucion saturada de NaHCOs3, después se filtrd sobre
Na>SO4 anhidro y se evapord a sequedad. Posteriormente el crudo se purific6 en una
columna empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de
Hexano/AcOEt 9:1 (163.5 mg, 50.1 %) del compuesto (23R,25R)-3/-acetoxi-1643,23:23,26-

diepoxi-5a.-colestan-22-ona (9).

9.10 Preparacion de (23Z,25R)-38,26-diacetoxi-16/,23-epoxi-5a-colestan-23-en-22-ona
(12) y (25R, 22S)-38,26-diacetoxi-168,22-epoxi-5a-colestan-22-ol-23-ona (15).

A una solucion de 300 mg (0.634 mmol) del compuesto 9 previamente disuelto en
6.34 mL de CHCl> destilado y en atmosfera de nitrogeno se le adicionaron 0.618 mL de
Ac20 (6.537 mmol) en un bafio de hielo, después se adiciond lentamente 0.347 mL de
TiCls (3.173 mmol) y la reaccion se mantuvo 1 h en bafio de hielo, transcurrido éste tiempo
la reaccion se dejo en agitacion magnética a t.a. durante 30 min La extraccion se realizé
usando CH2Cl, como fase organica, realizando un lavado con H>O destilada y
posteriormente efectuando tres lavados con una solucion saturada NaHCOs, posteriormente
se filtré sobre NaSO4 anhidro y se evaporé a sequedad. Finalmente el crudo de reaccion se
purific6 mediante cromatografia en columna empacada con silica gel (70-230 Mesh)
obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt (9:1) (172.4 mg, 57%) del compuesto (23Z,25R)-
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3p,26-diacetoxi-16/,23-epoxi-5a-colestan-23-en-22-ona (12) y (86.9 mg, 29 %) del (25R,
225)-3p,26-diacetoxi-164,22-epoxi-5a-colestan-22-ol-23-ona (15).

9.10.1 (23Z,25R)-3p,26-diacetoxi-168,23-epoxi-5a-colestan-23-en-22-ona (12).

21 o Cs1H4606
i Rf: 0.57 (7:3 Hexano/AcOEt)

IR V maxCmM(ATR): 2932, 2871, 2850, 1732 (C=0), 1643 (C=0), 1451, 1367, 1235, 1023,
959, 913, 782, 661.

HRMS calculada para: C31H4s0s 514.3294. Encontrado [M+H]* 515.3367.

RMN H (400 MHz, CDCl3) &: 5.59 (1H, d, Joa2s = 9.3 Hz, H-24), 4.69 (1H, m, H-3), 4.10
(1H, m, H-16), 3.99 (1H, dd, Jgem =10.6 Hz Jasazs = 6.3 Hz, H-264), 3.92 (1H, dd, Jgem =
10.6 Hz Jaea2s = 6.7 Hz, H-26b), 2.97 (1H, m, H-25), 2.71 (1H, m, H-20), 2.04 (3H, s, 26'-
OCOCHs), 2.03 (3H, s, 3'-OCOCHs), 1.14 (3H, d, J = 6.5 Hz, CHs-21), 1.04 (3H, d, J =
6.9 Hz CH3-27), 0.97 (3H, s, CH3-19), 0.86 (3H, s, CH3-18).

RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 201.2 (C-22), 172.1 (26"-OCOCHs), 171.7 (3'-OCOCHs),
152.3 (C-23), 116.9 (C-24), 79.7 (C-16), 73.9 (C-3), 68.2 (C-26), 57.3 (C-17), 54.4 (C-5),
53.1 (C-14), 44.8 (C-9), 43.1 (C-13), 40.0 (C-20), 39.9 (C-12), 36.8 (C-1), 35.7 (C-10),
35.2 (C-8), 34.1 (C-4), 33.0 (C-15), 32.2, 28.5 (C-6, C-7), 29.5 (C-25), 27.5 (C-2), 21.5
(26"-OCOCHs), 21.0 (C-11, 3-OCOCHs), 16.8 (C-27), 15.1 (C-18), 13.4 (C-21), 12.2 (C-
19).
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9.10.2 (25R, 22S)-3p,26-diacetoxi-16f,22-epoxi-5a-colestan-22-o0l-23-ona (15).

Ca1Hag07
Rf: 0.43 (7:3 Hexano/AcOEt)

HRMS calculada para: C31Hss07 532.3400. Encontrado [M-OH]* 515.3367.

RMN *H (400 MHz, CDCls) 5: 4.70 (2H, m, H-3 y H-16), 3.94 (2H, m, H-26a, H-26h).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) §: 208.9 (C-23), 172.02 (26"-OCOCH3), 171.6 (3'-OCOCHs),
109.3 (C-22), 84.7 (C-16), 73.9 (C-3), 68.6 (C-26).
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11. APENDICE

Espectros de infrarrojo y Masa alta resolucion
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Intensity, counts

*1UF MS: L.USBU to U.USE min from J-130516-sr-300-03.witt Agilent, subtracted (1.108 to 1.303 min)
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Figura 24. Espectro de IR para 14.
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Intensity, counts

+TOF MS: 0.141 to 0.158 min from J-030316-DA-200.01.wiff Agilent, subtracted (1.098 to 1.310 min)
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62

540

Max. 6.6e5 counts

548.358261

53.313455

STTo]




APENDICE

Intensity, counts

+TOF MS: 0.150 to 0.168 min from J-030316-AC-200-02 wiff Agilent, subtracted (1.089 to 1.320 min)
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Figura 26. Espectro de masa para 15.
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