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RESUMEN

Los esteroides son un grupo de moléculas de gran interés estructural, ya que a partir
de ellas se han preparado moléculas bioactivas con aplicacion a nivel farmacéutico para el
tratamiento de diversas enfermedades. La mayoria de estos principios activos contienen
anillos heterociclicos fusionados dentro o fuera del nticleo ciclopentanoperhidrofenantreno.
Por otro lado, los compuestos heterociclicos son estructuras interesantes por sus propiedades
como, antibacteriales, antifingicos y antiinflamatorios, como ejemplo de estos podemos citar
al indol, que representa una de las estructuras mas populares en quimica heterociclica
conocida como “estructura privilegiada”, ya que forma parte estructural de una variedad de
compuestos naturales y sintéticos con propiedades farmacoldgicas interesantes, como

analgésicos, antipiréticos, antidiabéticos, anticancerosos y antimicrobianos.

En relacion a la reactividad quimica del indol la mayoria de las reacciones de
sustitucion electrofilica se efectiian principalmente en el C-3 del anillo pirrélico; mientras
que el esqueleto esteroidal combina en una unica estructura, rigidez, quiralidad y gran
diversidad de sitios de funcionalizacidn ya sea con disposiciones axiales o ecuatoriales, que
le permiten imponer determinada preorganizacion conformacional a los grupos funcionales
responsables de la actividad bioldgica. Con estos antecedentes, en el presente proyecto se
trabajo explorando la reactividad de esteroides carbonilicos a,f-insaturados frente a la
adicion de indol; para ello durante el desarrollo de este trabajo se llevd a cabo la obtencion
de las materias primas 85 y 87 asi como la preparacion y optimizacion de los rendimientos

de los compuestos 35-36, y 83.

Con las materias 35-36, 83, 85 y 87 se realizaron varios ensayos de adicion de indol
en diferentes condiciones de reaccion, los mejores resultados fueron obtenidos a partir de las
cetonas a,f-insaturadas 85 y 87 que producen diastereoselectivamente los derivados de indol
90 y 93, mientras que las cetonas a,f-insaturadas en el anillo A, 35-36 y 83 no mostraron
diastereoselectividad hacia la formacion de los productos 95, 98 y 100, ademas de ser menos

reactivas, ya que en iguales condiciones forman los compuestos en trazas.
Palabras clave: Esteroide, Indol, Colesterol, Diogenina, Botogenina
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ABSTRACT

Steroids are a group of molecules with great structural interest, since from these have
been prepared bioactive molecules with application at pharmaceutical level for the treatment
of various diseases. Most of these active principles contain heterocyclic rings fused in or out
the cyclopentaneperhydrophenanthrene nucleus. On the other hand, heterocyclic compounds
are interesting structures for their properties as, antibacterial, antifungal and anti-
inflammatory, as an example of these, we can mention the Indole, which represents one of
the most popular structures in heterocyclic chemistry, known as "privileged structure", by to
form part in a wide variety of natural and synthetic compounds, with interesting
pharmacological properties, such as, analgesics, antipyretics, antidiabetics, anticancer agents

and antimicrobials.

In relation to the chemical reactivity of indole, most of the electrophilic substitution
reactions are carried out mainly in the C-3 of the pyrrole ring; while the steroidal nucleus
combines in a single structure, rigidity, chirality and great diversity of functionalization sites
with either axial or equatorial dispositions, which allow it to impose certain conformational
preorganization to the functional groups responsible for the biological activity. With this
antecedents, in the development of this project we worked exploring the reactivity of a.f-
unsaturated carbonyl steroids against the addition of indole; for this, the starting materials 85

and 87 preparation was carried out, as well as, obtention and optimization of the yields for

the compounds 35-36, and 83.

With the starting materials 35-36, 83, 85 and 87 several addition essays were
performed under different reaction conditions, the best results were obtained from the a.,f-
unsaturated ketones 85 and 87, that produce the indole derivatives 90 and 93
diastereoselectively, whereas a,f-unsaturated ketones on A ring 35-36 and 83 did not show
diastereoselectivity towards the formation of compounds 95, 98 and 100, in addition also

were less reactive, giving traces of the products under the same reactions conditions.
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1. INTRODUCCION

Los esteroides se encuentran presentes en el reino animal y vegetal,! algunos son de
gran importancia debido a su alta actividad biologica, ademas de su participacion cumpliendo
funciones diversas en los organismos vivos, por ejemplo, el colesterol, los acidos biliares,

hormonas sexuales, vitamina D, hormonas corticoides y agliconas cardiacas.?

La adicion de anillos heterociclicos a moléculas esteroidales conduce a cambios que
han sido ampliamente estudiados en las ultimas décadas*> ya que afectan las propiedades
quimicas y bioldgicas del esteroide, dando como resultado alteraciones de su actividad
bioldgica a menudo interesantes,® por ejemplo, en algunos casos potenciando la citotoxicidad
contra algunas lineas celulares tumorales.® Es por ello que estos compuestos podrian
utilizarse para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, asi como utiles herramientas para
investigar la orientacion espacial de aspectos importantes como son, el estudio sobre la
respuesta de union en macromoléculas diana. En los tltimos afos, se han aislado y sintetizado
una serie de esteroides conteniendo anillaciones heterociclicas con actividades interesantes.’
Algunos ejemplos de estos se describen a continuacion; la digitoxigenina 1, es una clase de
cardanélidos de particular interés debido a su actividad cardiaca,® otros ejemplos son la
abiraterona’ 2 y galeterona 3,'° formacos para el tratamiento de cancer de prostata avanzado,
estos compuestos comparten caracteristicas estructurales similares, son portadoras de un

heterociclo nitrogenado en el anillo D.!!
O
N
y &) JO
— — N

OH

HO HO HO
1 2 3

Figura 1. Farmacos fusionados con heterociclos sobre el anillo D.
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Otro ejemplo, son el danazol 4 y el cortivazol 5, el primero es un analogo de la
etisterona compuesto de interés por su actividad anticonceptiva y tratamiento de la
endometriosis; pertenece a una clase de medicamentos llamado hormonas androgénicas, !>
el segundo compuesto es un heterociclo esteroideo importante por su actividad
glucocorticoide, farmaco para el tratamiento de varias patologias por sus efectos

antiinflamatorios e inmunosupresores,'* ambos contienen un heterociclo nitrogenado en el

anillo A.

Figura 2. Farmacos fusionados con heterociclos nitrogenados sobre el anillo A.

Una caracteristica fundamental en moléculas biologicamente activas, es que
presentan heterociclos fusionados sobre los anillos A y D, como son, pirrol, pirimidina, indol,
quinolina, purina, pirazol, piridina y pirazolina que forman parte de los heterociclos que han
servido como plataformas para desarrollar agentes farmacéuticos con diversas

aplicaciones.!>1°

Dentro de los compuestos heterociclicos de mayor importancia podemos citar al indol
6, biciclo que contiene un anillo de pirrol fusionado a uno de benceno.!” Este compuesto es
de gran importancia a nivel quimico e industrial ya que se encuentra incorporado en diversos
productos naturales con actividad biologica, ademas de formar parte estructural en sustancias
quimicas fundamentales para los seres humanos, como son el aminoécido esencial triptéfano
7, las hormonas melatonina 8 y serotonina 9, encargadas de regular diversas funciones

fisiologicas como el suefio, apetito y estado de animo.'*-2

—
N
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o

N
H
Indol 6
(@)
OH -0 HO NH,
(e Qe QO
N
H H H
Triptéfano 7 Melatonina 8 Serotonina 9

Figura 3. Compuestos naturales con nucleo indol.

El amplio rango de actividad biologica del indol 6 y la de muchos derivados de este,
ha estimulado el constante interés por el desarrollo de estrategias sintéticas orientadas a la
obtencién de compuestos conteniendo el fragmento indol.'® Por tal motivo este proyecto
consistio en evaluar la reactividad de diferentes sustratos esteroidales conteniendo carbonilos

o.f-insaturadas frente a la adicion del indol 6.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Esteroides con grupos carbonilos a,p-insaturados

Algunos esteroides conteniendo carbonilos a,-insaturados en el anillo A son de gran
importancia ya que actuan como mensajeros quimicos regulados por el sistema nervioso
central (SNC). Todas las hormonas esteroidales se sintetizan a partir del colesterol mediante
la accion de diferentes enzimas mitocondriales o del reticulo endoplasmico liso. Los
estereoides hormonales pueden clasificarse como aquellos que tienen importantes efectos
sobre el metabolismo intermedio y la funcién inmunitaria (glucocorticoides), los que tienen
una actividad principalmente de autorretencion de sal (mineralocorticoides) y aquellos con
actividad androgénica o estrogénica (hormonas gonodales o sexuales), siendo biosintetizados

a partir de colesterol.?!">

Un ejemplo de esteroides con carbonilos a,f-insaturados en el anillo A son los

23-24

corticoesteroides, estos son sintetizados en la corteza suprarrenal, dividido en

mineralocorticoides (aldosterona 10) y glucocorticoides (cortisol 11, cortisona 12 y

corticosterona 13).25-26

MINERALOCORTICOIDE GLUCOCORTICOIDES
OH OH OH OH
HOE ;O ;O go ;O
HO HO OH e W OH HO
o O (0] O
Aldosterona 10 Cortisol 11 Cortisona 12 Corticosterona 13

Figura 4. Hormonas naturales producidas y liberadas por la corteza suprarrenal presente en

los seres vivos.

Los corticoesteroides sintéticos se han convertido en farmacos importantes para el
tratamiento de muchos trastornos inflamatorios, inmunitarios y hematoldgicos, lo que ha
llevado a modificar diversos esteroides sintéticos con actividad antiinflamatoria e

Inmunosupresora; a continuacion se muestran algunos ejemplos: como la betametasona 14
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(inmunosupresor y antiinflamatorio) y la eplerenona 15 (antihipertensivo como consecuencia

del bloqueo del Receptor Mineralocorticoide (RM)).?’

Betametasona 14 Eplerenona 15

Figura 5. Ejemplo de corticoesteroides sintéticos.

Otro ejemplo de esteroides conteniendo cetonas a,f-insaturadas esta representado por
hormonas sexuales como son algunas de tipo gestdgenas o progestagenos (progesterona 16,

17a-hidroxiprogesterona 17) y andrdgenos (testosterona 18 y androstenodiona 19).2!:28

PROGESTAGENOS ANDROGENOS
(0] (0] OH o
OH ; : | :‘/
(0] O 0] O~ i E
Progesterona 16  17a-Hidroxiprogesterona 17 Testosterona 18 Androstenodiona 19

Figura 6. Estructura quimica de los derivados naturales de pregnenolona.

Actualmente existen en el mercado compuestos sintetizados principalmente a base de
hormonas esteroidales conteniendo carbonilos a,f-insaturados, ya que estos actuan a través
de su unién a los denominados receptores de esteroides (SR), los cuales constituyen uno de
los blancos terapéuticos mas importantes para el desarrollo de farmacos, en vista de que
varias enfermedades son tratadas mediante la accion de estos medicamentos, aunque por el
momento no se encuentran libres de efectos adversos,?! como son los siguientes compuestos:
la etisterona 20 (confiere actividad gestdgena, siento la primera progestina),?!?*
medroxiprogesterona 21 (regula los periodos menstruales),?” noretindrona 22 (sintetizada por

primera vez por el mexicano Luis E. Miramontes en 1951 siendo la base del primer
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anticonceptivo oral, mas conocido como pildora anticonceptiva),’>* levonorgestrel 23
(anticonceptivos de emergencia),?! mifrepristona 24 (interrupcién embarazos tempranos),?’
dienogest 25 (actividad agonista selectiva del receptor de progesterona y progestacional oral
en el endometrio),?!*° acetato de ciproterona 26 (antiandrogeno potente que actia por

inhibicion competitiva bloqueando los androgenos como la testosterona).?’

I 0 Il
= OH OI:{ : OH
O 0 0

Etisterona 20 Medroxiprogesterona 21 Noretindrona 22

O O

Levonorgestrel 23 Mifepristona 24 Dienogest 25

O
Cl

Acetato de ciproterona 26

Figura 7. Algunas hormonas esteroidales sintéticas que actfian a través de los SR.

Lo anterior sustenta las bases sobre la importancia e interés en continuar trabajando
en la reactividad de esteroides carbonilicos a,f-insaturados, con la finalidad de contribuir con

nuevas metodologias sintéticas para la obtencion de moléculas esteroidales con potencial

aplicacion biologica.
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2.2 Oxidaciones del anillo A

Una de las primeras oxidaciones en el anillo A se llevé a cabo en 1940 por Russel E.
Marker, quien logro la primera sintesis practica de la hormona del embarazo, “progesterona”,
la cual presenta un carbonilo a.f-insaturado en el anillo A. Esto a partir de la sapogenina

espirostanica diosgenina 27; esta sintesis se denomina degradacion de Marker, y es conocida

debido a su aplicacion a nivel industrial.?!

(0

%9
Ac,0 _ GO | Oiz
200°C AcO
HO AcO
Diosgenina 27 29 AcOH
0 (0)
1) H'; Bry; < H/Pd
2) CrO3;
19) 3) Zn/AcHO AcO AcO
Progesterona 16 Pregnenolona 31 30
Testosterona,
Estrona 6
Estradiol

Esquema 1. Degradacion de Marker.

La oxidacion de Oppenauer es una de las mas comunes en compuestos esteroidales,’>
33T ha sido descrita como un método para la oxidacion selectiva del anillo A (Esquema 2).
La reaccion procede en presencia del catalizador de isopropoxido de aluminio y
34-35

ciclohexanona, convirtiendo los A3-3-hidroxi esteroides 32 a A*-3-ona esteroides 33°2 en

rendimientos que pueden variar del 37 % al 71 %.
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Al(O-i-Pr);
c1clohexanona
Reflujo 1.5h

33 (71%)

Esquema 2. Oxidacion de Oppenauer.

Otra metodologia para la oxidacion del anillo A, es la descrita en 1990 por Parish y
colaboradores, oxidando el colesterol 34 con clorocromato de piridinio (PCC) en benceno a

reflujo por 5 h, obteniendo la colestenona 35, en rendimientos del 89 % (Esquema 3).%¢

w Benceno M
Reflujo 5 h

35 (89%)

Esquema 3. Oxidacion de colesterol con PCC.

La oxidacion de Swern propuesta por Pabon en 2013, produce la diosgenona 36 a
partir de diosgenina 27. La reaccion se lleva a cabo en dos etapas ya que previamente se
prepara una mezcla de acido oxalico en diclorometano con dimetilsulféxido en agitacion a -
60°C durante 5 min. Posteriormente la diosgenina 27 en DCM se adiciona sobre la mezcla
anterior, hasta alcanzar la temperatura de -10°C, enseguida se agrega la N,N-
diisopropiletilamina y la reaccion se mantiene en agitacion hasta temperatura ambiente, para

obtener la diosgenona 36 en 84 % (Esquema 4).%’

Oxidacidon
de Swern

O

36 (84%)

Esquema 4. Oxidacion de Swern.
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2.3 Reactividad de esteroides carbonilicos a,f-insaturados

Una de las reacciones de mayor interés en quimica orgdnica son las adiciones
nucleofilicas a carbonilos a,f-insaturados. La conjugacion del doble enlace en estos sistemas

confiere el caracter electrofilico del carbonilo al carbono £ del doble enlace.®

Handratta y colaboradores prepararon benzimidazoles esteroideos en C-17, a partir
de 3a-acetoxi-17-cloro-16-formilandrosta-5-16-dieno (37); el derivado 37 se traté con
benzimidazol en presencia de KoCO3 produciendo el 3a-acetoxi-17-1H-benzimidazol (38)
en rendimiento casi cuantitativo. La posterior hidrolisis catalitica en benzonitrilo a reflujo
produce 39, que por hidrélisis basica forma la galeterona 3, que mediante oxidacion de
Oppenauer produce 40, los estudios de crecimiento celular mostraron que 3 y 40 inhiben el

crecimiento de células de cancer de prostata LNCaP y LAPC4.%

N N
K2CO3 H, Pd/C
DMF 80 °C PhCN, reflujo
AcO
KOH en
metanol 10%
t.a.
N N
3
Al(O-i-Pr)s,

1-metil-4- plperldlna

Tolueno reflujo

HO

Esquema 5. Sintesis de galeterona 3 y su analogo 40.

La obtencion de los heteroesteroides 42a, 42b y 44 ha sido descrita via la reaccion de
condensacion de 3-amino-1,2,4-triazol con 16-ariliden-17-cetoesteroides 41 y 43. Todos los
compuestos sintetizados se evaluaron para su actividad anticancerigena in vitro contra lineas
celulares PC-3 (linea celular de cancer de prostata), MCF-7 (linea celular de cancer de mama)

y EC9706 (linea celular de cancer de estomago). Entre los compuestos seleccionados, 42a,
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42b y 44 mostraron actividad inhibidora significativa en las tres lineas celulares (Esquema

6).40

t-BuOK, n-BuOH, reflujo

N

0 N— |
K %

N- _

= I »—NH,
Ar N Ar
O -BuOK, n-BuOH, reflujo
43 44
am )<
44a

Esquema 6. Sintesis de heterociclos esteroidales.

En el 2012 Gogoi y su grupo de trabajo,*! prepararon quinolinas esteroidales
fusionadas en el anillo A, a partir de f-bromo-vinil-aldehidos esteroideos y arilaminas en
condiciones libres de disolvente y sin catalizador, via irradiacion de microondas en 10 min.
Los compuestos obtenidos se probaron mediante ensayo de difusion en agar y método de
macrodilucion en caldo. Los compuestos 47-48 mostraron actividad in vitro prometedora
cuando se probaron contra el patogeno fungico Aspergillus niger, mientras que los derivados
46, 48 y 50 presentaron actividad cuando fueron ensayados con el patdogeno fungico Candida
albicans. Los compuestos mostraron potente inhibicion contra el crecimiento de las bacterias
gramnegativas Pseudomonas aeruginosa y los compuestos 47, 48 y 50 inhibieron el
crecimiento de las bacterias grampositivas Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus

(Esquema 7).

10
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47

45

NH, NH,

(600 watt),
10 min

Br

Y
MO Req T
SN SN SN
48 49 50

Esquema 7. Sintesis asistida por microondas de quinolinas esteroidales.

En los ultimos afios, el uso de reactivos y catalizadores soportados en so6lido ha
recibido gran atencion, por ejemplo, Mehtab y col. en 2014, describieron que el tratamiento
de cortisol 11 y tiocarbohidracida (TCH) en mezcla con cloruro de silice (SiO2-Cl) y etanol
en agitacion durante 1.5 h a t.a. produce 51 en 77 % de rendimiento; este compuesto se evalud
frente a cuatro lineas celulares de cancer como carcinoma de pulmén humano (A-549),
c€lulas de carcinoma hepatico humano (HepG2), células de leucemia humana (HL-60),
carcinoma de mama ductal (MDA-MB-361) y lineas celulares de fibroblastos de pulmon
humano no canceroso (HFL-1). Encontrando que exhibe actividad antiproliferativa

prometedora hacia este tipo de lineas celulares de cancer.*

11
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OH

OH
o) 0
«OH ‘OH
HO \ TCH, SiO,-Cl HO
(2.5% mol) _ o
EtOH, 25 °C N
o HN
11

AV 51

S”™ N
H

Esquema 8. Sintesis del compuesto 51.

En el 2014 se describid la incorporacion de heterociclos nitrogenados en el C-3 del
nucleo esteroidal en rendimientos del 65 %, esto por apertura del epoxido en el anillo A, la
reaccion se describe como un método verde ya que procede sin disolvente-catalizador, y se
lleva a cabo en 6 min con microondas; esto a partir de acetato de colesterol en cuatro pasos

a través de la sintesis mostrada en el esquema 9.

tBuOOH, RuCl3 HC] MeOH
Ciclohexano, t.a., 4 h Reﬂujo lh

N
@E )
N
31
M.O. 6 min
7N 0

N OH
@ 56 (65%)

Esquema 9. Incorporacion de heterociclos en el C-3 via 3,4-epoxi-esteroides.

mCPBA
ta.5h

(@)

54

También en 2014 Romero-Lopez reportd la obtencion de las pirazolinas 58a y 58b a

partir de la reaccion de la (E)-21-benciliden-3f-hidroxi-pregnan-20-ona (57) con acetato de

hidracina en 4cido acético a reflujo (Esquema 10).4*

12
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\ AcOH
C,HgN,O,
Reflujo 3 h

HO
57

58b

Esquema 10. Sintesis de pirazolinas esteroidales.

Zhang y su grupo de trabajo* reportaron el ensamblaje multicomponente de
dihidropiridinil espirooxindoles esteroideos a partir de pregnenolona 59, isatina 60,
propanodinitrilo 61 y acetato de amonio; durante la reaccion se generan dos enlaces C-C, dos
enlaces C-N y un centro estereogénico en una solo paso. Los ensayos de MTT (bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio) mostraron que el compuesto 62 presenta

actividad antiproliferativa frente a la linea celular de cancer de es6fago humano EC-109.

NH4OAC
_ EOH
@FO * < CN Reﬂujo 21h ‘
HO

62 (80%)

Esquema 11. Sintesis del derivado de dihidropiridinil espirooxindoles esteroideos.

13
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En el 2016 el grupo de Meza-Reyes*® describio la sintesis del esteroide
[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidina 64, fusionado en el anillo E; la reaccion procede utilizando
como intermediario principal el derivado carbonilico a.f-insaturado 63 que obtienen
mediante la metodologia reportada en nuestro grupo de trabajo.*’ La reaccion de anillacion
la describen por condensacion de Claisen Schmidt y reordenamiento del fragmento espiro,

seguido de una cicloadicion con el 3-amino-1,2,4-triazol (Esquema 12).

v

t-BuOk, n-BuOH
Reflujo HO
63 64 (58%)

AcO

Esquema 12. Derivado de hecogenina [1,2,4]-Triazol-[1,5-a]pirimidina.

Adicionalmente obtuvieron los compuestos heterociclicos esteroideos sustituidos en
C-17; probando la actividad bioldgica de los compuestos 67 y 70 contra células cancerosas,
obteniendo buena actividad antiproliferativa frente a las células T-47D de cancer de mama y

WiDr céncer de colon (Esquema 13).4

N
0 H N/<’ \\\N
N
/% NH,
Benzaldehido
EtOH, KOH "/BuOK O‘ O
HO n-BuOH HO
65 67 (56%)
/% NH,
Benzaldehldo
"EtOH, KOH tBuOK
HO B n-BuOH HO ;
H
68 70 (78%)

Esquema 13. Sintesis de [1,2,4]-triazolo-[1,5-a]-pirimidinas.

En el 2017 Morzycki y colaboradores,*® demostraron que la condensacién de acetato

16-dehidropegnenolona 30 con 2-aminobenzimidazol, forma productos policiclicos

14
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aromaticos regioisoméricamente, por reaccion de cascada que comprende la adicion,

ciclacion, auto-oxidacion y aromatizacion, ademas del producto D-homo reorganizado en

H
et Nistoiis22e

DIPEA, DMF, 140 °C
AcO 16 h

30

menor proporcion.

71 (51%) 72 (17%)

Esquema 14. Condensacion de acetato de 16-deshidropregnenolona con 2-

aminobencimidazol.

2.4 Acoplamiento de indol a compuestos esteroidales

En la actualidad varios esteroides sintéticos han sido preparados por acoplamiento
con otro fragmento de actividad biologica conocida. En este sentido diversas sintesis de
esteroides unidas con moléculas heterociclicas de importancia bioldgica han sido reportadas.

A continuacion se mencionan algunos ejemplos de esteroides acoplados con indol 6.

La incorporacion de indol 6 en el C-3 al nucleo del colesterol fue descrito en el 2002
a partir de colestenona 35 y una posterior alquilaciéon con bromuro de litio para formar 73,
que reacciona con indol, triflato de zinc junto con la base N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)
y yoduro de tetrabutilamonio (TBAI). Este método de sintesis, procede via una sintesis

similar a Sx1, llegando a obtener una mezcla (1:1) de los diastereoisémeros.*

15
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LiBr . (/j©
MsCl, E3N N
(@) Br H
73 6

35

DIPEA
TBAI CF;Zn

HNJ’ 74

(66%) Mezcla 1:1

15 min, t.a.

Esquema 15. Acoplamiento de esteroides con indol en presencia de triflato de zinc.

En 2010 Tabatabaeian y colaboradores,’® reportaron la adicion 1,4 del indol en la
progesterona 16, la reaccion procede en presencia de rutenio, y representa una ruta eficiente

para la obtencion diastereoselectiva de compuestos esteroidales derivados de indol (Esquema

16).

o 0]
" @ RuCly nH,0 (5% mol)
N  MeOH Reflujo 5 min |
o 6 1 07
16 S
NH
75 (98%)

Esquema 16. Adicion de Michael en cetonas a,f-insaturadas.

Moreira y colaboradores trabajaron con el compuesto 76 y mediante la reaccion de

Vilsmeier-Haack obtuvieron el acetato de 17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dien-34-il (37),

16
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que reacciona con indol 6 en DMF a 80 °C y K»>CO3, para formar los 16-azolilmetileno-17-

oxoandrostanos 77-78 de configuracion Z y E respectivamente (Esquema 17).%!

Cl
POCI;-DMF,

CHCl, 85°C, N, N @
N

AcO AcO 6 H
76 37

K,CO; 2 eq Iz)é\/llf anh., 80°C

5 ot

Esquema 17. Incorporacion del indol en el anillo D del esteroide.

Kotovshchikov y su equipo de trabajo,>? demostraron el acoplamiento C-N de tipo
Ullmann con el yoduro de vinilo esteroidal 80 e indol 6, con aplicacion en la sintesis de
esteroides sustituidos en C-3; mediante la utilizacion de un sistema catalitico que comprende

Cul y DPM (dipivaloilmetano), la reaccion procede en buenos rendimientos obteniendo el
derivado 81.
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NpHH0
EtOH
H,N-N”

79 Rto. Cuant.

1.I,, E;N,
(/j© dioxano
N
H

2. TfOH,
6 CH,Cl,
10% Cul, 20%
tBu
K,CO;, DMSO, 100°C, 24 h
81 (97%) 80 (42%)

Esquema 18. Obtencion de 3-yodo-colesterol (80) con indol 6.

La adicién de indol®® a la hormona progesterona 16 también ha sido descrita
utilizando triflato de bismuto como catalizador, la posterior deshidrataciéon forma el

compuesto esteroideo 3-heteroarilado 82, en 90 % de rendimiento.

j g
N

Bi(OTf)5 (10 mol%)
o MeCN: MeOH (10:1)
16 80°C,3h

Esquema 19. Adicion catalitica de indol a la progesterona.
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3. JUSTIFICACION

Algunos estudios en el area de quimica orgédnica se encuentran dirigidos a la sintesis
de compuestos esteroidales que puedan tener algun beneficio al ser humano, ya que diversos
compuestos conteniendo heterociclos fusionados en el ntcleo esteroidal han sido estudiados
en las Glltimas décadas; lo anterior debido a las actividades>* que poseen, como antitumorales,
antiinflamatorios, anabolicas, antibacterianas, antiproliferativas, citotoxicas, entre otras.>>*°
De ahi el interés por desarrollar nuevas metodologias sintéticas de esteroides con heterociclos
acoplados al ntcleo ciclopentanoperhidrofenantreno, ademas de que en algunos casos su
complejidad estructural los hace candidatos intermediarios clave para la obtencién de

esteroides con nuevas funcionalizaciones.'®!°

En los esteroides el grupo 3-OH puede ser modificado a otros grupos funcionales
interesantes, entre estos la cetona, que se obtiene por oxidacion, otra funcidn interesante es
el doble enlace que presentan entre los carbonos 5 y 6, por lo que también puede ser

modificado en conjunto con el 3-OH, permitiendo la obtencion de cetonas o, f-insaturadas.

En nuestro grupo de trabajo hemos descrito la apertura regioselectiva del anillo F de
22-ceto-23-espirostanos de la serie 25R con BF3+ OEt2; ésta produce en buenos rendimientos
compuestos colestanicos conteniendo una cetona a,f-insaturada en el anillo E, la
metodologia permite el acceso a estas materias primas en buenos rendimientos.*’” Con estos
antecedentes y debido a que la quimica de las adiciones de compuestos heterociclicos a
cetonas a,f-insaturadas de tipo esteroidal ha sido poco explorada, en el presente proyecto se
propone evaluar la reactividad del nucleo esteroidal de diferentes sustratos frente a la adicion

nucleofilica de indol.

19

—
| —



OBJETIVOS

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la reactividad de los sustratos esteroidales 35-36, 83, 85 y 87 frente a la

adicion del indol.
4.2 Obijetivos especificos

o Obtener las cetonas a,f-insaturadas 35, 36 y 83, a partir del colesterol, diosgenina y

botogenina.

35

o Obtener las cetonas a.f-insaturadas 85 y 87 a partir de los 23-espirocetales 84 y 86

de botogenina y diosgenina.

BF;OEt,
84. X = (C=0) 85. X = (C=0)
86. X = CH, 87. X = CH,
o Explorar la reactividad de los sustratos esteroidales 35, 36, 83, 85 y 87 frente a la
adicion nucleofilica de indol.
o Purificar y caracterizar mediante métodos espectroscopicos y fisicos los nuevos
compuestos.
( ]
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Instrumentacion y equipo

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en los espectrometros Thermo
Scientific Nicolet iS10 usando reflectancia total atenuada (v, cm™). Los puntos de fusion se
determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estdn corregidos. Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear de ('H, 1*°C, DEPT, HSQC, COSY, NOESY y HMBC) se
determinaron en los espectrofotoémetros Varian Mercury Plus 400 MHz y Bruker 400 MHz.
Los desplazamientos quimicos (d) se expresan en (ppm) y las constantes de acoplamiento (J)
se describen en Hertz (Hz); se utilizd tetrametilsilano (TMS) como referencia interna para
'H y 3C. Todas las muestras fueron disueltas en CDCls. Los espectros de masa alta
resolucion (HRMS) fueron adquiridos en un espectrometro Agilent Technologies, modelo
1100 acoplado a un cromatdgrafo de gases TOF con una fuente APCI. Los espectros de masa
baja resolucion fueron adquiridos en un espectrometro Agilent Technologies LC/MS SQ

electrospray (ESI) acoplado a HPLC-1200. Los reactivos se compraron de la casa comercial

Sigma-Aldrich.

El seguimiento de las reacciones se llevo a cabo por medio de cromatografia en capa
fina (CCF), utilizando cromatoplacas (4 cm x 2 cm) de gel de silice de 0.2 mm de espesor
soportado en placas de aluminio, provistos ademds de un factor de revelado F254 usando
como fase mévil 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 HoSOq4/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) y utilizando como eluyente

mezclas de Hexano/Acetato de etilo.

21

—
| —



PARTE EXPERIMENTAL

5.2 Oxidacion de acetato de botogenina 88 con NaNO2/BF3- OEt2

A una solucién de 100 mg (0.212 mmol) de (25R)-35-acetoxi-5-en-espirostan-12-ona
(88) en acido acético glacial (1.7 mL) se le adicionaron 0.1 mL (0.87 mmol) de BF3- OEt,y
60 mg (0.87 mmol) de NaNO: en pequefias porciones durante 30 minutos, transcurrido este
tiempo, la agitacion se mantuvo por 1 h adicional a temperatura ambiente, posteriormente a
la mezcla de reaccion se le adicion6 hielo y se extrajo con CH2Cl,. La fase organica se lavo
con solucidn saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3), se filtrd sobre sulfato de sodio
(Na2SOs4) anhidro y se evapord 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 (8:2) el compuesto (25R)-3p-acetoxi-5en-espirostan-12, 23-diona (89),
(43 mg, 42 % de rendimiento).

Compuesto en forma de sélido blanco y
la. RMN de 'H coincide con la
reportada:*’ RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) 8: 5.41 (1H, m, H-6), 4.58 (2H,
m, H-3, H-16), 3.77 (1H, dd, Jgem =
) Josax-2sax = 11.2 Hz, H-26ax), 3.61 (1H,

ddd, Jgem = 11.2 Hz, Jogeg-25ax = 4.5 Hz,
Joseq-24eq = 1.3 Hz, H-26eq), 2.79 (1H, m, H-20), 2.59 (2H, m, H-17, H-11ax), 2.04 (3H, s,
3’-OCOCH3), 1.12 (3H, s, CH3-19), 1.09 (3H, s, CH3-18), 1.03 (3H, d, J=7.0 Hz, CH3-21),
0.94 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-27).

5.3 (23R,25R)-3p-acetoxi-164,23:23,26-diepoxi-5-en-espiro-12, 22-diona (84)

A una solucion de 400 mg (0.825 mmol) de (25R)-35-acetoxi-Sen-espirostan-12, 23-
diona (89) en acido formico (8.2 mL) se le adicion6 lentamente 1.1 mL (9.32 mmol) de
BF3'OEt,, posteriormente la reaccion se mantuvo en agitacion magnética a temperatura
ambiente durante 4.5 h. La reaccién se extrajo con CH2Cl, y se hicieron 3 lavados con
solucion saturada de NaHCOs, después se filtro sobre Na;SO4 anhidro y se evapord a

sequedad para obtener 409.4 mg del crudo de reaccion. Posteriormente el crudo se purifico
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.|
en una columna empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de
Hexano/AcOEt (9:1) (180.8 mg, 45 %) del compuesto (23R, 25R)-3f-acetoxi-16 f,23:23,26-
diepoxi-5Sen-colestan-12, 22-diona (84) con recuperacion de la materia prima 89 (115.8 mg,

28 %).

Compuesto en forma de solido blanco y
la. RMN de 'H coincide con la
reportada:*’” RMN de 'H (400 MHz,
CDCL3) 6: 5.43 (1H, m, H-6 ), 4.59 (1H,
m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 4.14 (1H,
dd, Jgem = J26a-25 = 7.6 Hz, H-26a), 3.54
(1H, dd, Jgem = J26b-25 = 8.5 Hz, H-26b),
2.66 (2H, m, H-20, H-11ax), 2.42 (2H, m, H-25, H-4), 2.04 (3H, s, 3'-OCOCH), 1.29 (3H,
s, CHs-18), 1.15 (3H, s, CH3-19), 1.14 (3H, d, J = 6.6 Hz, CHs-21), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz,
CH3-27).

5.4 (23Z,25R)-3p,26-diacetoxi-16f,23-epoxi-colestan-5,23-dien-12, 22-diona (85)

A una solucion de 100 mg (0.20 mmol) del compuesto 84 previamente disuelto en
2.06 mL de CH>Cl» destilado y atmdsfera de nitrogeno se le adicionaron 0.2 mL de Ac,O
(2.12 mmol) en un bafo de hielo, después se agreg6 lentamente 0.12 mL de BF3-OEt; (1.02
mmol), y la reaccion se mantuvo 30 minutos en bafio 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 NaHCOs, posteriormente se filtro 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) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt (9:1)
(66.80 mg, 61.4 %) del compuesto (23Z, 25R)-3p, 26-diacetoxi-164, 23-epoxi-5-en-colestan-
23-en-12, 22-diona (85).
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Compuesto en forma de cristales

-
incoloros y la RMN de 'H coincide con la
reportada:*’” RMN de 'H (400 MHz,

0] CDCl3) 6: 5.68 (1H, d, J24-25 = 9.3 Hz, H-
)31'\0 24), 5.44 (1H, m, H-6), 4.60 (1H, m, H-
\ 3),4.14 (1H, m, H-16), 3.99 (1H, dd, Jeem

=10.6 Hz Jasa2s = 6.4 Hz, H-26a), 3.94 (1H, dd, Jgem = 10.6 Hz Jaga2s = 6.5 Hz, H-26b), 2.97
(1H, m, H-25), 2.65 (1H, dd, Jgem = Ji1ax9ax = 11.3 Hz, H-11ax), 2.60 (1H, m, H-20), 2.05
(6H, s, 3',26’-OCOCH3), 1.31 (3H, s, CHs-18), 1.19 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-21), 1.16 (3H,
s, CH3-19), 1.05 (3H, d, J = 6.9 CH3-27).

5.5 (23S, 25R)-3p, 26-diacetoxi-16f, 23-epoxi-5-en-23-(1H-indol-3-il)-colestan-12, 22-
diona (90)

Método A con CeCls-7H20: Se pesaron 92 mg (0.174 mmol) del compuesto 85, 20.3 mg
(0.174 mmol 1 eq) de indol previamente disuelto en 2 mL de CH3CN destilado y en atmoésfera
de nitrégeno, enseguida se adicionaron 3.2 mg (5 % mol) de CeCl3-7H20 y 1.3 mg de Nal
(20 % mol). Posteriormente la mezcla se llevo a reflujo en agitacion magnética durante 12 h.
La extraccion se realizo usando AcOEt como fase orgéanica y lavando tres veces con H>O,
posteriormente se filtrd sobre NaSO4 anhidro y se evaporo6 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 (9:1) (41.4 mg, 37 %) del compuesto (23S,
25R)-34,26-diacetoxi-16/,23-epoxi-5-en-23-(1H-indol-3-il)-colestan-12,22-diona (90).

Método B con tiourea 105: Una solucion de 97.7 mg (0.184 mmol) del compuesto 85 con
43.1 mg (0.368 mmol 2 eq) de indol y 12.0 mg (18 % mol) de la tiourea 105, disueltos en 0.3
mL de 1,2-dicloetano se llevaron a reflujo en agitacion magnética durante 48 h.
Posteriormente el crudo de reaccion se sometio directamente a columna empacada con silica
gel (70-230 Mesh) para obtener en una mezcla Hexano/AcOEt (9:1) (30.2 mg, 24.7 %) de
compuesto  (23S,25R)-3p,26-diacetoxi-164,23-epoxi-5-en-23-(1H-indol-3-il)-colestan-12,
22-diona (90).
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- q N\ Compuesto C39H49NO7, en forma de laca
R amarilla, Rr 0.23 (7:3 Hexano/AcOEt);
RMN de H (400 MHz, CDCl3) 6: 8.24 (1H,
s, NH), 7.90 (1H, d, J= 7.9 Hz, H-7"), 7.37
(1H,d,J=2.6 Hz, H-2"), 7.35 (1H, s, H-4"),
7.19 (1H, ddd, J = 7.4, 7.5, 0.9 Hz, H-5"),
7.10 (1H, ddd, J = 7.4, 7.5, 0.9 Hz, H-6"),
5.38 (1H, m, H-6), 4.59 (1H, m, H-3), 3.92 (1H, m, H-16), 3.80 (1H, dd, Jgem= 10.8 Hz J26a-
25= 6.4 Hz, H-26a), 3.75 (1H, dd, Jgem=10.8 Hz J26b-25= 6.0 Hz, H-26b), 2.81 (1H, m, H-20),
2.64 (1H, dd, Jgem = Ji1ax9ax = 13.3 Hz, H-11ax), 2.19 (1H, m, H-24a), 2.03 (3H, s, 3'-
OCOCH3), 1.99 (1H, m, H-25), 1.89 (1H, m, H-24b) 1.86 (3H, s, 26"-OCOCH3), 1.37 (3H,
s, CH3-18), 1.16 (3H, d, J= 6.5 Hz, CH3-21), 1.15 (3H, s, CH3-19), 0.93 (3H, d, J = 6.7 CHs-
27); RMN de C (100 MHz, CDCls) &: 216.5 (C-12), 212.7 (C-22), 171.1 (26'-OCOCH3),
170.4 (3'-OCOCH3), 139.3 (C-5), 136.4 (C-7a), 125.9 (C-3a), 123.7 (C-2’), 122.0 (C-6),
122.0 (C-5°), 120.7 (C-7°), 119.7 (C-6), 112.9 (C-3’), 111.2 (C-4’), 85.5 (C-23), 73.3(C-3),
71.8 (C-16), 69.1 (C-26),56.6 (C-13), 53.3 (C-14), 52.6 (C-9), 46.7 (C-17), 43.9 (C-24), 40.5
(C-20),37.8 (C-4),37.6 (C-11),37.3 (C-10), 36.4 (C-1), 32.5 (C-15), 31.5 (C-8), 30.8 (C-7),
28.8 (C-25), 27.4 (C-2), 21.3 (26’-OCOCH3), 20.6 (3'-OCOCH3), 19.0 (C-27), 18.8 (C-19),
13.9 (C-18), 12.6 (C-21); EMHR: C3yHsNO7 [M+H]", calculado 644.3574, encontrado
644.3587; IR v maxcm(ATR): 3389.25 (N-H), 2937.25 (C=0), 1707.28 (C=0).

5.6 Oxidacién de acetato de diosgenina 91 con NaNO2/BF3- OEt:

A una solucion de 500 mg (1.094 mmol) de acetato de diosgenina 91 en 4cido acético
glacial (8.5. mL) se le adicionaron 0.5 mL (4.058 mmol) de BF;- OEt; y 300 mg (4.37 mmol)
de NaNO; en pequefias porciones durante 45 minutos, transcurrido este tiempo, la agitacion
se mantuvo por 45 minutos adicionales a temperatura ambiente, posteriormente a la mezcla
se adiciono hielo y se extrajo con CH2Cl,. La fase orgénica se lavo con solucion saturada de
bicarbonato de sodio (NaHCO3), se filtro6 sobre sulfato de sodio (Na>SOs) anhidro y se
evapor6 a sequedad. La purificacion se realizé disolviendo el crudo de reaccion en la minima

cantidad de benceno y se dejé reposar toda la noche sobre una columna empacada con
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.|
alimina neutra (brockman III). La posterior purificacion con una mezcla Hexano/AcOEt

(95:5) dio (229.4 mg, 44.5 %) de (25R)-3f-acetoxi-5-en-espirostan-23-ona (92).

Compuesto en forma de solido blanco
y la RMN de 'H coincide con la

reportada.>®

5.7 (23R,25R)-3p -acetoxi-16 f,23:23,26-diepoxi-5-en-espiro -22-ona (86)

A una solucion de 500 mg (1.063 mmol) de (25R)-3f-acetoxi-espirostan-5-en-23-ona
(92) en acido formico (10.63 mL) se le adicion6 lentamente 1.48 mL (12.011 mmol) de
BF;- OEt,, posteriormente la reaccion se mantuvo en agitacion magnética a temperatura
ambiente durante 4.5 h. La reaccién se extrajo con CH>Cl, y se hicieron 3 lavados con
solucion saturada de NaHCOs3, después se filtro sobre Na;SO4 anhidro y se evapord a
sequedad para obtener 507.4 mg del crudo de reaccion. El crudo se purifico en una columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de Hexano/AcOEt 97.5:2.5
(187.2 mg, 37 %) del compuesto (23R,25R)-35-acetoxi-16-4,23:23,26-diepoxi-5-en-

espiro22-ona (86) con recuperacion de la materia prima 92 (166.3 mg, 33 %).

Compuesto en forma de solido blanco y la

RMN de 'H coincide con la reportada.*’
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5.8 (23Z, 25R)-38, 26-diacetoxi-16p, 23-epoxi-5-en-colestan-23-en-22-ona (87)

A una solucion de 200 mg (0.425 mmol) del compuesto 86 en 4.25 mL de CH2Cl,
destilado y atmosfera de nitrogeno se le adicionaron 0.41 mL de Ac2O (4.38 mmol) en un
bano de hielo, después se anadid lentamente 0.26 mL de BF3-OEt; (2.122 mmol), y la
reaccion se mantuvo en agitacion 30 min en bafio de hielo; transcurrido este tiempo la
solucion se dejo en agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. Enseguida se realizé la
extraccion con CH2Cly y se hicieron tres lavados con una solucion saturada NaHCOs,
posteriormente la fase orgénica se filtr6 sobre NaSO4 anhidro y se evapord a sequedad.
Finalmente el crudo de reaccion se purificd mediante cromatografia en columna empacada
con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt (9:1) (157.40 mg,
71%) del compuesto (23Z, 25R)-3p, 26-diacetoxi-16p, 23-epoxi-5-en-colestan-23-en-22-ona
(87).

Compuesto en forma de laca amarilla y la
RMN de 'H coincide con la reportada:*’
RMN *H (400 MHz, CDCl3) 8: 5.60 (1H,
d, J24-25 = 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 Jo6a-25=
6.3 Hz, H-26a), 3.94 (1H, dd, Jegem = 10.6 Hz J26a25 = 6.6 Hz, H-26b), 2.97 (1H, m, H-25),
2.72 (1H, m, H-20), 2.04 (6H, s, 3,26-OCOCH3), 1.15 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-21), 1.06
(3H, s, CH3-19), 1.04 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-27), 1.0 (3H, s, CH3-18).

5.9 (23S, 25R)-3p, 26-diacetoxi-168, 23-epoxi-5-en-23-(1H-indol-3-il)-colestan-22-ona
(93)

A una solucién de 80 mg (0.156 mmol) del compuesto 87 y 36.5 mg (0.312 mmol, 2
eq) de indol disueltos en 2 mL de CH3CN destilado, en un matraz provisto de atmdsfera de
nitrogeno, se le adicionaron 2.9 mg (5 % mol) de CeCl3-7H>0 y 1.1 mg de Nal (5 % mol).
Enseguida la reaccion se llevo a reflujo en agitacion magnética durante 12 h. La extraccion

se realiz6 usando AcOEt como fase orgénica y haciendo tres lavados con H:O,
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posteriormente la fase organica se filtré sobre NaSO4 anhidro y se evapor6 a sequedad. El
crudo de reaccion se purifico mediante cromatografia en columna empacada con silica gel
(70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt (9:1) (8.9 mg, 9 %) del compuesto
(23S, 25R)-35,26-diacetoxi-16p,23-epoxi-5-en-23-(1H-indol-3-il)-colestan-22-ona (93) con

recuperacion de la materia prima 87 (44.2 mg, 35 %).

Compuesto C39Hs1NOg en forma de laca
anaranjada, Rr: 0.41 (7:3 Hexano/
AcOEt); RMN de *H (400 MHz, CDCls)
d: 8.16 (1H, s, NH), 7.94 (1H, d, J = 7.8
Hz, H-7°),7.42 (1H, s, H-2), 7.36 (1H, d,
J = 8.0 Hz, H-4"), 7.19 (1H, m, H-5"),
7.11 (1H, m, H-6), 5.35 (1H, m, H-6),
4.58 (1H, m, H-3), 3.96 (1H, m, H-16), 3.81 (1H, dd, Jgem= 10.6 Hz J26a25= 5.8 Hz, H-26a),
3.76 (1H, dd, Jgem= 10.7 Hz J26b-25= 5.9 Hz, H-26b), 2.03 (3H, s, 3'-OCOCH3), 1.85 (3H, s,
26’-OCOCH3), 1.14 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-21), 108 (3H, s, CH3-19), 1.05 (3H, s, CH3-18),
0.89 (3H, d, J = 6.7 CH3-27).

5.10 Oxidacion de colesterol 34 con PCC

Método A: En un matraz provisto de atmoésfera de nitrogeno se agregaron 50 mg (0.129
mmol) de colesterol 34 y se disolvieron en 4.6 mL de CH2Cl, destilado, enseguida se
adicionaron 83.4 mg de PCC (3 eq). Posteriormente la mezcla se llevo a reflujo en agitacion
magnética por 24.5 h. El crudo de reaccion se colocd directamente en una columna empacada
con silica gel (70-230 Mesh) y se eluyd primero con Hexano y después con una mezcla
Hexano/AcOEt (9:1), se obtuvieron (43 mg, 86 %) del compuesto (20R)-22E-colest-4-en-3,
6-diona (94).

Método B: Se pes6 71.7 mg (0.185 mmol) de colesterol 34 y se disolvio en 6.62 mL de
benceno bajo atmoésfera de nitrogeno, enseguida se adicion6 1g de PCC (25 eq). Después la
mezcla de reaccion se llevo a reflujo en agitacion magnética por 5 h. Inmediatamente se

decanta el benceno y se realiza la extraccion con éter etilico, la fase orgénica se lavo tres
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veces con una solucion saturada de NaCl. La purificacion del crudo de reaccidon en una
columna empacada con silica gel (70-230 Mesh) eluyendo primero con Hexano y después
con Hexano/AcOEt (9:1) produce (59.9 mg, 84.3 %) del compuesto (20R)-22E-colest-4-en-
3, 6-diona (94).

Compuesto Cy7H402, en forma de solido
amarillo, Rs: 0.60 (7:3 Hexano/AcOEt), con
punto de fusién 100-102 °C; RMN H (400
MHz, CDCl3) o: 6.17 (1H, s, H-4), 2.68 (1H,
dd,J=15.9,4.0 Hz, H-7a),2.04 (1H, d,J=3.5
Hz, H-7b), 1.17 (3H, s, CH3-19), 0.93 (3H, d,
J=6.5 Hz, CHs-21), 0.88 (3H, d, J = 1.8 Hz,
CH3-27), 0.86 (3H, d, J = 1.8 Hz, CH3-26), 0.72 (3H, s, CH3-18); RMN 3C (100 MHz,
CDCl) 6: 202.3 (C-6), 199.5 (C-3), 161.0 (C-5), 125.4 (C-4), 55.9 (C-17), 56.5 (C-14), 50.9
(C-9), 46.8 (C-7), 42.5 (C-13), 39.8 (C-10), 39.4 (C-12), 39.0 (C-24), 36.0 (C-22), 35.6 (C-
1), 35.4 (C-20), 34.2 (C-8), 33.9 (C-2), 27.9 (C-16), 27.9 (C-25), 23.9 (C-15), 23.7 (C-23),
22.8 (C-27), 22.5 (C-26), 20.8 (C-11), 18.6 (C-21), 17.4 (C-19), 11.8 (C-18).

. J

5.11 Oxidacion de colesterol 34 con Al(O-i-Pr)s/ Ciclohexanona

A una solucién de 100 mg (0.258 mmol) de colesterol 34 disueltos en 3.2 mL de
ciclohexanona y atmoésfera de nitrogeno se le agregaron 105.3 mg (2 eq) de isopropdxido de
aluminio (Al(O-i-Pr)3). Posteriormente la reaccion se llevé a reflujo en agitacion magnética
durante 1 h. La extraccion se realizd usando CH2Cl> como fase organica y haciendo tres
lavados con una solucion saturada de NaHCOs, posteriormente se filtr6 en columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) eluyendo primero con Hexano, para obtener en una
mezcla Hexano/AcOEt (9:1) (77.5 mg, 78.2 %) del compuesto (20R)-22E-colest-4-en-3-ona
(35).
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Compuesto C27H440 en forma de so6lido blanco, R
0.63 (7:3 Hexano/AcOEt), con punto de fusion 76-78
°C, Lit. (78-79 °C)°’; RMN H (400 MHz, CDCl;) &:
5.72 (1H, s, H-4), 1.17 (3H, s, CH3-19), 0.89 (3H, d,
J=6.5Hz, CH3-21),0.87 (3H, d, J=1.6 Hz, CH3-27),
0.86 (3H, d, J=1.6 Hz, CH3-26),0.69 (3H, s, CH3-18);
RMN 3C (100 MHz, CDCl3) 8: 199.7 (C-3), 171.8 (C-5), 123.5 (C-4), 55.9 (C-17), 55.7 (C-
14), 53.7 (C-9), 42.2 (C-13), 39.5 (C-12), 39.3 (C-24), 38.5 (C-10), 36.0 (C-22), 35.6 (C-1),
35.5(C-20), 35.4(C-8), 33.8 (C-2), 32.8 (C-6),31.9 (C-7), 28.0 (C-16), 27.9 (C-25), 24.0 (C-
15), 23.7 (C-23), 22.7 (C-27), 22.4 (C-26), 20.9 (C-11), 18.5 (C-21), 17.2 (C-19), 11.8 (C-
18).

5.12 (5¢, 20R)-22E-colest-5-(1H-indol-3-il)-3-ona (95)

A una solucién de 100 mg (0.260 mmol) del compuesto 35 y 60.9 mg (0.520 mmol,
2 eq) de indol disuelto en 3.3 mL de CH3CN destilado y en atmdsfera de nitrogeno, se le
adicionaron 19.3 mg (20 % mol) de CeClz3-7H20 y 7.7 mg de Nal (20 % mol). Enseguida la
reaccion se llevo a reflujo en agitacion magnética durante 24 h. La extraccion se realizd
usando AcOEt como fase orgénica y lavando tres veces con H>O, posteriormente se filtrd
sobre NaSOj4 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 en forma ascendente de polaridad (97.5:2.5, 95:5, 9:1, 85:15)
(11.4 mg, 8.75 %) del compuesto (5&, 20R)-22E-colest-5-(1H-indol-3-il)-3-ona (95) con

recuperacion de la materia prima 35 (80.2 mg, 80 %).
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Compuesto C35sHs1NO en forma de laca amarilla,
Rr: 0.55 (7:3 Hexano/AcOEt; RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) &: 8.17 (1H, s, NH), 7.84 (1H, d, J =7.8
Hz, H-7"), 7.39 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-2"), 7.33
(1H, d, J=2.5 Hz, H-4"), 7.23 (1H, ddd, J =74,
7.4,0.8 Hz, H-5"), 7.16 (1H, ddd, J=7.4,7.4,0.9
\ " __H / Hz, H-6’), 1.11 (3H, s, CH3-19), 0.94 (3H, d, J =
6.5 Hz, CH3-21), 0.88 (3H, d, J = 1.6 Hz, CH3-27), 0.86 (3H, d, J = 1.6 Hz, CH3-26), 0.73
(3H, s, CH3-18).

5.13 Oxidacion de diosgenina 27 con PCC

Meétodo A: A una solucion de 30 mg (0.072 mmol) de diosgenina 27 en 0.72 mL de benceno
y atmosfera de nitrogeno, se le adiciond 388 mg de PCC (25 eq). Posteriormente la mezcla
se llevo a reflujo en agitacion magnética por 1 h. Inmediatamente se decanta el benceno y se
realiza la extraccion utilizando éter etilico como fase orgénica y haciendo tres lavados con
una solucion saturada de NaCl, obteniendo del compuesto (25R)-espirostan-4-en-3,6-diona

(96) en rendimiento cuantitativo, 30.6 mg.

Método B: Una solucion de 50 mg (0.120 mmol) de diosgenina 27 en 4.2 mL de CH2Cl»
destilado en atmdsfera de nitrogeno, se adiciond 77.6 mg de PCC (3 eq). Posteriormente la
mezcla se llevo a reflujo en agitacion magnética por 1.5 h. El crudo de reaccion se sometio
directamente a columna empacada con silica gel (70-230 Mesh) eluyendo primero con
Hexano y después con una mezcla Hexano/AcOEt (8:2) para obtener (27.8 mg, 56 %) de

compuesto (25R)-espirostan-5-en-3-ona (97).
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( Y\ Compuesto 96 C»7H3304 en forma de sélido
blanco, Rs: 0.54 (7:3 Hexano/AcOEt), con
punto de fusion 189-191 °C, Lit. (190-
192)°%; RMN H (400 MHz, CDCl3) 8: 6.19
(1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16a), 3.47 (1H,
m, H-26ec), 3.37 (1H, t, J = 10.8 HZ, H-
26ax), 1.19 (3H, s, CH3-19), 0.99 3H, d, J =
6.5 Hz, CH3-21), 0.84 (3H, s, CH3-18), 0.80
(3H, d, J=5.7 Hz, CH3-27); RMN C (100 MHz, CDCl3) 8: 201.7 (C-6), 199.2 (C-3), 160.5
(C-5), 125.5 (C-4), 109.2 (C-22), 80.2 (C-16), 66.8 (C-26), 61.8 (C-17), 56.1 (C-14), 50.7
(C-9),46.7 (C-7),41.6 (C-20), 40.4 (C-12), 39.6 (C-13), 39.0 (C-10), 35.4 (C-1), 33.8 (C-2),
33.6 (C-8),31.4 (C-15),31.2 (C-23), 30.1 (C-25), 28.6 (C-24),20.6 (C-11), 17.5 (C-19), 17.0
(C-27), 16.2 (C-18), 14.4 (C-21).

( )} Compuesto 97 C»7H4003 en forma de sélido
blanco, con punto de fusion 194-195 °C, Lit.
(194-196 °C)*®; RMN 'H (400 MHz,
CDCl) 6: 5.34 (1H, m, H-6), 4.42 (1H, m,
H-16a), 3.47 (1H, m, H-26ec), 3.37 (1H, t,
J=10.9 HZ, H-26ax), 1.21 (3H, s, CH3-19),
0.98 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-21), 0.84 (3H,
s, CH3-18), 0.79 (3H, d, J = 6.3 Hz, CH3-27); RMN %3C (100 MHz, CDCl3) 6: 210.8 (C-3),
138.4 (C-5), 122.5 (C-6), 109.2 (C-22), 80.6 (C-16), 66.7 (C-26), 61.9 (C-17), 56.2 (C-14),
49.0 (C-9), 48.2 (C-4), 41.5 (C-20), 40.2 (C-12), 39.5 (C-13), 37.5 (C-7), 36.9 (C-2), 36.8
(C-1),31.8 (C-8), 31.7 (C-15), 31.3 (C-23), 30.2 (C-25), 28.7 (C-24), 21.0 (C-11), 19.1 (C-
19), 17.0 (C-27), 16.2 (C-18), 14.4 (C-21).

5.14 Oxidacion de diosgenina 27 con Al(O-i-Pr)s/ Ciclohexanona

A una solucién de 100 mg (0.241 mmol) de diosgenina 27 disuelto en 3.0 mL de

ciclohexanona, se le adiciond 98.5 mg (2 eq) de isopropoxido de aluminio (Al(O-i-Pr)s3).
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.|
Después la mezcla se llevo a reflujo en agitacion magnética durante 30 min. La extraccion
se realizd usando CH2Cl, como fase organica y haciendo tres lavados con una solucién
saturada de NaHCOQ3, posteriormente se filtré6 en columna empacada con silica gel (70-230
Mesh) eluyendo primero con Hexano y después en una mezcla Hexano/AcOEt (9:1), se

obtuvieron (83.1 mg, 83.6 %) de compuesto (25R)-espirostan-4-en-3-ona (36).

Compuesto C27H4003, en forma de sdlido
blanco, con punto de fusion 190-192 °C, Lit.
(188-190 °C)*7, Ry: 0.62 (7:3
Hexano/AcOEt); RMN 'H (400 MHz,
CDCl3)6:5.73 (1H, s, H-4), 4.41 (1H, m, H-
16a), 3.48 (1H, m, H-26ec), 3.37 (1H, t, J =
10.9 HZ, H-26ax), 1.20 (3H, s, CH3-19),
0.97 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-21), 0.82 (3H, s, CH3-18), 0.79 (3H, d, J = 6.3 Hz, CH3-27);
RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 199.4 (C-4), 171.1 (C-5), 123.8 (C-4), 109.2 (C-22), 80.5
(C-16), 66.8 (C-26), 61.9 (C-17), 55.5 (C-14), 53.6 (C-9), 41.5 (C-20), 40.3 (C-12), 39.5 (C-
13), 38.5 (C-10), 35.6 (C-8), 35.1 (C-1), 33.9 (C-2), 32.7 (C-6), 32.0 (C-7),31.6 (C-15), 31.2
(C-23), 30.2 (C-25), 28.7 (C-24), 20.7 (C-11), 17.3 (C-19), 17.0 (C-27), 16.3 (C-18), 14.4
(C-21).

5.15 (5&, 25R)-espirostan-5-(1H-indol-3-il)-3-ona (98)

A una solucion de 150 mg (0.363 mmol) del compuesto 36 y 85.1 mg (0.727 mmol 2
eq) de indol en 4.1 mL de EtOH se le adicionaron 27.0 mg (20 % mol) de CeCl;-7H,O y 10.7
mg de Nal (20 % mol). La reaccion se colocd a reflujo en agitacion magnética durante 24 h.
Posteriormente se evapord el etanol y se realizo la extraccion usando CH>Cl> como fase
orgénica y haciendo tres lavados con H>O, enseguida se filtr6 sobre NaSO4 anhidro y se
evapord a sequedad. El crudo de reaccion se purifico mediante cromatografia en columna
empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt en forma
ascendente de polaridad (97.5:2.5, 95:5, 9:1) el compuesto (5&, 20R)-espirostan-5-(1H-indol-
3-il)-3-ona (98) (21.1 mg, 10.9 %) con recuperacion de la materia prima 36 (120.5 mg,
80.1%).
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Compuesto C3sH4703 en forma de laca amarilla,
R: 0.21 (7:3 Hexano/AcOEt); RMN H (400
MHz, CDCI3)6: 8.27 (1H, s, NH), 7.84 (1H, d, J=
7.8 Hz, H-7°), 7.38 (1H, d, J=7.9 Hz, H-2"), 7.30
(1H,d,J=2.5Hz, H-4"), 7.22 (1H, m, H-5"), 7.16
(1H, m, H-6"), 4.45 (1H, m, H-16a), 3.48 (1H, m,
" H ) H-26ec), 3.39 (1H, t, J = 10.9 HZ, H-26ax), 1.12
(3H, s, CH3-19), 1.00 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-21), 0.84 (3H, s, CH3-18), 0.80 (3H, d, J = 6.2
Hz, CH3-27).

5.16 Hidrolisis de acetato de botogenina 88 con KOH/EtOH

A una solucion de 600 mg (1.275 mmol) de acetato de botogenina 88, se adicionaron
25.5 mL de una solucién etanolica de KOH al 5 %, la reaccion se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente durante 1 h, transcurrido el tiempo, se tratd con una solucién de HCI
al 5 % y se le hizo una extraccion con CH2Cl> como fase organica y lavando tres veces con
agua, después se realizaron tres lavados con una solucion saturada de NaHCO3, hasta tener
la fase organica a un pH neutro. Posteriormente se filtr6 sobre NaSO4 anhidro y se evaporo
a sequedad. A continuacion se purifico mediante cromatografia en columna empacada con
silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt (8:2) el compuesto (25R)-
espirostan-5-en-34-0l-12 ona (99) en (895.7 mg, 82 %).

Compuesto C27H4004 en forma de sélido
blanco, con punto de fusion 208-210 °C,
Rr: 0.17 (7:3 Hexano/AcOEt); RMN H
(400 MHz, CDCIs) 6: 5.39 (1H, m, H-6),
4.54 (1H, m, H-3), 4.36 (1H, m, H-16),
3.49 (1H, m, H-26ax), 3.35 (1H, t, J =
10.9 Hz, H-26ec), 2.58 (1H, m, H-20),
2.53 (2H, m, H-17, H-11ax), 1.11 (3H, s, CH3-19), 1.08 (3H, d, J = 4.7 Hz, CH3-21), 1.06
(3H, s, CH3-18), 0.79 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH3-27). RMN 3C (100 MHz, CDCl;3) &: 213.5
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(C-12), 140.5 (C-5), 121.1 (C-6), 109.2 (C-22), 79.8 (C-16), 71.3 (C-3), 66.8 (C-26), 55.9
(C-14), 54.7 (C-13), 53.2 (C-17), 52.0 (C-9), 42.1 (C-4), 41.9 (C-20), 37.3 (C-11), 37.2 (C-
10), 36.6 (C-1), 31.5 (C-2), 31.3 (C-15), 31.2 (C-7), 31.2 (C-23), 30.7 (C-8), 30.1 (C-25),
28.7 (C-24), 18.9 (C-19), 17.1 (C-27), 15.8 (C-18), 13.2 (C-21).

5.17 Oxidacion de botogenina 99 con Al(O-i-Pr)s/ Ciclohexanona

A una soluciéon de 100 mg (0.233 mmol) de botogenina 99 disuelto en 2.9 mL de
ciclohexanona se le adicioné 95.1 mg (2 eq) de isopropdoxido de aluminio (Al(O-i-Pr)3).
Posteriormente la mezcla se llevé a reflujo en agitacion magnética durante 2 h. La extraccion
se realizd con CH2Cl, como fase organica y haciendo tres lavados con una solucion saturada
de NaHCO:s, posteriormente se filtrd6 en columna empacada con silica gel (70-230 Mesh)
eluyendo primero con Hexano y enseguida con una mezcla Hexano/AcOEt (9:1), obteniendo

el compuesto (25R)-espirostan-4-en-3, 12-diona (83) (65.9 mg, 66 %).

Compuesto C»7H3304 en forma de soélido
blanco, con punto de fusion 255-257 °C, R
0.21 (7:3 Hexano/AcOEt); RMN H (400
MHz, CDCls) 8: 5.78 (1H, s, H-4),4.36 (1H,
m, H-16a), 3.50 (1H, m, H-26ax), 3.35 (1H,
t, J = 10.9 Hz, H-26ec), 1.28 (3H, s, CHs-
19),1.11(3H, s, CH3-18), 1.07(3H,d,J=7.0
Hz, CH3-21), 0.80 (3H, d, J = 6.3 Hz, CH3-27); RMN 3C (100 MHz, CDCl3) 8: 211.9 (C-
12), 198.7 (C-3), 168.4 (C-5), 124.6 (C-4), 109.2 (C-22), 78.9 (C-16), 66.8 (C-26), 54.7 (C-
14), 54.7 (C-13), 54.3 (C-17), 54.2 (C-9), 42.1 (C-20), 38.6 (C-10), 37.0 (C-11), 35.2 (C-1),
34.3 (C-2), 33.6 (C-6), 32.3 (C-7), 30.1 (C-25), 28.6 (C-24), 17.0 (C-27), 16.7 (C-19), 15.8
(C-18), 13.1 (C-21). LC-ESI-M/S (%): 427.3 (M" +H, 100), 485.4 (10), 468.4 (15), 428.3
(29).
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5.18 (5, 25R)-espirostan-5-(1H-indol-3-il)-3, 12-diona (100)

A una soluciéon de 80 mg (0.187 mmol) del compuesto 83, 43.9 mg (0.375 mmol 2
eq) de indol en 2.1 mL de EtOH se le adicionaron 13.9 mg (20 % mol) de CeCl3-7H2O y 5.6
mg de Nal (20 % mol). Después se coloco a reflujo en agitacion magnética durante 24 h.
Enseguida se evapord el etanol y se realizo la extraccion usando CH2Cl> como fase organica
y haciendo tres lavados con H>O, posteriormente se filtro sobre NaSO4 anhidro y se evapord
a sequedad. El crudo de reaccion se purifico mediante cromatografia en columna empacada
con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla Hexano/AcOEt en forma ascendente
de polaridad (97.5:2.5, 95:5, 9:1, 85:15) el compuesto (5§, 20R)-espirostan-5-(1H-indol-3-
il)-3, 12-diona (100) (7.5 mg, 7.3 %) con recuperacion de la materia prima 83 (64.8 mg,
81%).

Compuesto C3sH4s504 en forma de laca , Rr:
0.40 (7:3 Hexano/AcOEt); RMN 'H (400
MHz, CDCls) &: 8.03 (1H, s, NH), 7.45 (1H,
d,J=8.1 Hz, H-7"), 4.36 (1H, m, H-16a), 3.50
(1H, m, H-26ec), 3.35 (1H, t, J = 10.3 HZ, H-
26ax), 1.27 (3H, s, CH3-19), 1.11 (3H, s, CH3-
18), 1.07 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-21), 0.80

(3H, d, J = 6.3 Hz, CH3-27).
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Reactividad de los compuestos 85 y 87 frente a la adicion de indol

La sintesis del derivado colestanico 85 a partir de acetato de botogenina 88 se realizo
de acuerdo a la metodologia previamente desarrollada por Corona-Diaz.*’ Para ello el
compuesto 88 se tratd con NaNO: y BF3OEt: en acido acético, obteniendo la 23-
cetobotogenina 89 en 42 % de rendimiento. Posteriormente se realizo la reaccion de
isomerizacion en presencia de BF3-OEt; y acido formico durante 4.5 h, obteniendo el
compuesto 84 en rendimientos del 45 %. Enseguida la apertura con BF3-OEt; del 22-ceto-

23-espirocetal (84) formo la cetona a,B-insaturada 85 en 61 % de rendimiento. (Esquema 20)

NaNO, / BF3-OEt,
CH,COOH 1.30h

89 (42%)
4.5 h] BF5-OEt,
t.a. | HCOOH

vy,

BF3 OEtz / ACZO

CH,Cl, 1.30 h )(JD\
0

85 (61%) 84 (45%)

Esquema 20. Obtencion del derivado colestanico 85.

La asignacion estructural del compuesto 85, se realizdé por comparacion con el
espectro de RMN de 'H (Figura 8) obtenido, con el descrito anteriormente.*” Observando una
sefial doble a campo bajo caracteristica de hidrogenos vinilicos en 5.68 ppm con (J24-25 = 9.3
Hz) y una multiple en 5.44 ppm asignada a H-24 y H-6 respectivamente. La aparicion de
estas sefiales asi como las de los metilos, CH3-21, CH3-27 (dobles, 1.19 ppm y 1.05 ppm
respectivamente) y las de los CH3-18 y CH3-19 (simples, 1.26 y 1.18 ppm) confirmaron la

obtencion del producto enona.
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26'—OCOCH3
3'—OCOCH3

CH3—19

CH,-18

}120

CHj-21

H-24 2H-26
H-11H-20
H-6 H-3 H-16 H-25
ﬂ vy A W
T

5I.8' 5I.6' 5I.4' 5I.2' 5I.0' 4I.8' 4I.6' 4I.4' 4I.2' 4I.0' 3I.8' 3I.6' 3I.4' 3I.2' 3I.0' 2I.8' 2I.6' ZI.4' 2I.2' 2I.0' 1I.8' 1I.6' 1I.4' ll.2' 1.0
ppm
Figura 8. Espectro de RMN 'H (400 MHz) de 85 en CDCls.
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Posteriormente se procedid a explorar la reactividad de 85 frente a la adicion del indol,
para esto se llevaron a cabo distintos ensayos a temperatura ambiente con los siguientes
catalizadores; CTS-Cu/Metanol, CTS-Zn/CH3CN, CeCls- 7TH>O/Nal/SiO; sin disolvente,
CuSO4/CH3CN, CeCl3- 7TH>O/Nal/CH3CN, observando por TLC, que con el uso de
CeClz* 7H2O/Nal en CH3CN a reflujo durante 12 h desaparece el indol y se observa la
formacion de un nuevo producto; la purificacion del crudo de reaccidon por cromatografia en
columna permiti6 aislar el nuevo compuesto 90 en forma de miel color amarilla en 37 % de

rendimiento.

CeCl; * 7H,0 (5% mol)
Nal (5% mol)
CH;CN O
Reflujo 12 h )ko

90

Esquema 21. Obtencion del nuevo compuesto 90.

La propuesta estructural para el nuevo compuesto 90 se realizd con ayuda de la

espectroscopia de RMN de 1D ('H, 1*C, DEPT) y 2D (COSY, HSQC, NOESY y HMBC).

El espectro de RMN de 'H (Figura 9) del compuesto 90 muestra las sefiales del indol
a mayor frecuencia; la sefial simple del grupo NH se asigno en 8.29 ppm; en la region de 7.0
a 7.9 ppm se encuentran las sefales de los hidrogenos aromaticos del anillo heterociclico.
Algunas sefiales caracteristicas del nucleo esteroidal se describen a continuacion; en 5.38
ppm se asigno la sefial del hidrégeno H-6 vinilico, en 4.56 ppm y 3.92 ppm se observan dos
sefiales multiples asignadas al H-3 y H-16 respectivamente; la aparicion de los hidrégenos
diastereotopicos de la posicion 26 como una sefial multiple en 3.77 ppm confirman la cadena
lateral abierta, el resto de las sefales en 1.37 ppm, 1.15 ppm, 1.16 ppm y 0.93 ppm se
asignaron a los metilos de CH3-18, CH3-19, CH3-21 y CH3-27.

La Figura 10 muestra el espectro de RMN de *C de 90, en él aparecen las sefiales
correspondientes a los grupos carbonilo C-12 y C-22 en 216.5 ppm y 212.7 ppm; las dos

sefales de los carbonilos de acetato sustituidos en C-26 y C-3 se asignaron en 171.1 ppm y
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170.4 ppm mientras que en 139.3 ppm y 122.0 ppm se encuentran las sefales de los carbonos
C-5 y C-6, ademas de las asignadas a los carbonos base de oxigeno C-16, C-3 y C-26 en 73.3

ppm, 71.8 ppm y 69.1 ppm respectivamente. Las sefiales de nucleo indol también fueron

encontradas en la region de 111.2 ppm a 136.4 ppm.

Con ayuda del experimento DEPT se encontr6 un total seis metilos, ocho metilenos,
catorce metinos y por diferencia con el espectro de carbono se identificaron once carbonos

cuaternarios, confirmando las 39 sefiales esperadas para la propuesta estructural de 90 (Figura
11).
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26'—OCO(‘H3
3'—OCOCH3
CH3—19
CH3—1 8
CH3—21
OLH3-27
H-4'
H-244a
H-2 H-5
H-7' H-6'
NH He6
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de 90 en CDCls.
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Figura 10. Espectro de RMN de '3C (100 MHz) de 90 en CDCl;.
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Figura 11. Espectro de RMN de '*C y DEPT para el compuesto 90.
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Con ayuda del experimento HSQC (Figura 12) fue posible la asignacion de los
carbonos con sus respectivos hidrogenos, por ejemplo, los carbonos unidos a oxigenos C-16
en 71.8 ppm correlaciona con H-16 en 3.92 ppm, C-3 en 73.3 con el H-3 en 4.56 ppm y C-
26 en 69.1 ppm con la sefal multiple asignada en 3.80 ppm que integra para dos hidrégenos
en el espectro de proton. También se asignd el C-6 vinilico en 122.0 ppm debido a su
correlacion con H-6 localizado en 5.38 ppm. Adicionalmente se asignaron algunas
correlaciones del nticleo indol con sus respectivos hidrégenos por ejemplo, en 123.7 ppm C-
2’ con H-2" en 7.35 ppm, C-5’ en 122.0 ppm con H-5" en 7.19 ppm, C-7’en 120.7 ppm con
H-7"en 7.9 ppm, C-6’ en 119.7 ppm con H-6" en 7.10 ppm y C-4’ en 111.2 ppm correlaciona
con H-4’ en 7.37 ppm.

La asignacion inequivoca de hidrogeno también se realizé con ayuda del experimento
COSY, (Figura 13) el cual mostro las siguientes correlaciones; el NH en 8.24 ppm del ntcleo
indol correlacioné con H-2’ en 7.35 ppm, el H-7" en 7.90 ppm correlacion6 con H-6" en 7.10
ppm, H-4’ en 7.37 ppm con H-5" en 7.19 ppm, ademas se encuentra la correlacion de los H-

24.
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Figura 12. Espectro HSQC de 90 en CDCls.
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Figura 13. Espectro COSY de 90 en CDCls.
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El experimento HMBC (Figura 14) permitid establecer correlaciones (C-H) a larga
distancia (2, 3 y a 4 enlaces); a continuacion se describen algunas: el carbono en 112.96 ppm
se asign6 como C-3’ debido a que correlaciond a 3 enlaces con los siguientes hidrégenos,
NH en 8.29 ppm, H-7" en 7.90 ppm y H-2" en 7.35 ppm y a cuatro enlaces de distancia con
los H-24 en 2.19 y 1.89 ppm. Por otra parte el C-23 mostré correlacion a tres enlaces con el
H-16 localizado en 3.92 ppm y a dos enlaces con los H-24 en 2.15 y 1.89 ppm. También se
observo correlacion de los H-24 a dos enlaces con C-25 a 28.80 ppm y con C-26 a tres enlaces

en 69.15 ppm.

La correlacion a través del espacio del H-7 del indol con el H-16a del esteroide en el
experimento NOESY, sugiere que el indol se encuentra sustituido en posicion a sobre el C-

23 (Figura 15).
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Figura 14. Experimento HMBC para 90 en CDCls.
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Figura 15. Experimento NOESY para 90 en CDCls.
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.|
Es bien conocido el uso de tioureas como organocatalizadores efectivos, en
reacciones de adicion enantioselectivas, de Michael asimétricas, aldolicas enantioselectivas,
entre otras;>” lo anterior debido a que las tioureas llevan a cabo la activacion por puentes de
hidrogeno bidentados, confiriéndoles la facilidad de actuar como 4cido de Brensted
catalizando reacciones en condiciones neutras de reaccion. En este sentido, en nuestro grupo
de trabajo estamos interesados en el desarrollo de nuevos organocatalizadores de tiourea y
demostrar su efectividad en diversas reacciones orgéanicas. Por ejemplo hemos explorado el
uso de los organocatalizadores bifuncionales 102 y 103, contribuyendo con la primera

aplicacion de tioureas bifuncionales en la sintesis de los bis(3-indolil)metanos (BIMs) 104

(Esquema 22).%°
2 )
NN
H H R
- 2 o QA
+
\ ® )J\H 1.2-DCE . | |
\ 5-10 min M.O. N N
6 101 i ;
NTNTN
H H
103

Esquema 22. Esquema general de aplicacion de ureas y tioureas bifuncionales en sintesis

organica.

Con estos antecedentes se decidid trabajar la materia prima 85, en presencia del
organocatalizador de tiourea 105 bajo las condiciones de reaccion mostradas en el esquema
23, observando por placa cromatografica que después de 48 horas en 1,2-dicloroetano se
forma 90 en 25 % de rendimiento, cabe hacer mencion que después de este tiempo de

reaccion no hay un incremento en la formacion del nuevo compuesto 90.
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N N N
H 0
105 18% mol O‘(
1,2-dicloroetano o
Reflujo 48 h AO

90 (25%)
Esquema 23. Obtencion del nuevo compuesto 90 via el organocatalizador 105.
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26'-0COCH, CHy-19
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85 80 75 70 65 60 55  so 45 40 35 30 25 20 15 10

ppm

Figura 16. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) del compuesto 90 obtenidos con CeCls- 7H2O y Tiourea 105.
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Enseguida se procedié a realizar la obtencion del compuesto 87 mediante las

condiciones de reaccion del esquema 24.

o

NaN02 / BF3 OEtz

O CH,COOH 130 h O
)J\O )J\O
91 92 (45%)
4.5 h| BF; OEt,
ta. | HCOOH
0

o « BF;OEt, / Ac,O

CH,Cl, 1.30 h P
O

87 (71%) 86 (37%)

Esquema 24. Obtencion del compuesto colestanico 87.

A manera de ejemplo en la figura 17, se muestra el espectro de RMN de'H de 87, en
el que las sefiales dobles a campo bajo caracteristicas de hidrogenos vinilicos en 5.60 ppm
(J2s-25 = 9.3 Hz) y 5.39 ppm asignadas a los H-24 y H-6, confirmaron la obtencion de la

materia prima.

Por otra parte, cuando el compuesto 87 se sometid a reaccionar con indol en presencia
de CeCl37H20 y yoduro de sodio, en las mismas condiciones que el derivado de botogenina
85, tinicamente se logré identificar el producto esperado 93 en 9 % de rendimiento, el cual
se obtuvo en forma de miel color naranja obscura, después de la purificacion por columna

cromatografica.

CeCl; - TH,0 (5% mol)
0,
0 J< ©\/> Nal (5 % mol)
CH,CN O
Reflu]o 12h AO
87 93
Esquema 25. Obtencion del nuevo compuesto 93.
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El espectro de RMN de 'H (Figura 17) para el derivado 93 muestra las sefiales del
indol a mayor frecuencia, por ejemplo, la sefial simple del grupo NH aparece en 8.16 ppm,
en la region de 7.1 a 7.9 ppm se encuentran las sefiales de los hidrogenos aromaticos del
anillo heterociclico. Se continian observando las sefiales caracteristicas del nucleo
esteroidal: en 5.38 ppm se asigno la sefial del hidrégeno H-6 vinilico, en 4.58 ppm y 3.96
ppm se encuentran dos sefiales multiples asignadas al H-3 y H-16 respectivamente; la
aparicion de los hidrégenos diastereotopicos de la posicion 26 como una sefial multiple en
3.77 ppm confirm la estructura de cadena lateral abierta, el resto de las sefiales en 1.14 ppm,
1.08 ppm, 1.05 ppm y 0.89 ppm se asignaron a los metilos de CH3-21, CH3-19, CH3-18 y
CH3-27 respectivamente. Ademads la desaparicion de la sefial del H-24 vinilico, también

confirmo la adicion del anillo heterociclico sobre el derivado colestanico 87.
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26'-OCOCH;
?a'—OCOCH3
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CH3-.Z7
CH;-21

2H-26 %
H-3 HJ'»LGMLL H-25H-20 P‘ U
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26'-OCOCH,; CH,-19
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2H-26
H-3 H-16
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 T T
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ppm

Figura 17. Comparacién de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) del compuesto 87 y el nuevo derivado 93 en CDCls.
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6.2 Obtencion de la cetona a,-insaturada 35 a partir de colesterol 34

La preparacion de la enona 35 a partir del colesterol 34, se realizé por oxidacion del
anillo A, via la metodologia descrita para la obtencion de este compuesto (Esquema 26).3%6!
Sin embargo, cuando se llevo a cabo la oxidacion de Oppenauer usando las condiciones
reportadas, no se logro obtener la enona 35, por lo cual se trabajé modificando los tiempos
de reaccion para esta oxidacion (tabla 1), observando la formacion del producto deseado en
rendimientos del 25-28 % y acompanado de otro subproducto de Rf similar dificultando la

purificacion de 35.

Al(O-i- Pr)3
C1clohexan0na
Reflujo
35

Esquema 26. Oxidacion del anillo A del colesterol (34).

Tabla 1. Oxidacion de Oppenauer a diferentes tiempos.

Al(O-i-Pr)3 Ciclohexanona / reflujo 28
: 2eq 2h
5 Al(O-i-Pr)3 Ciclohexanona / reflujo 25
2eq 1.5h
; Al(O-i-Pr)3 Ciclohexanona / reflujo descomposicion
2 eq 24 h

En nuestro interés por incrementar los rendimientos de la materia prima 35 se decidio
llevar a cabo la oxidacion del colesterol mediante el uso de PCC (Tabla 2), observando la
formacion de la dicetona 94 en 84 % de rendimiento con el uso de 25 eq. PCC; en un inicio
se decidid trabajar con estos equivalentes debido a que algunos reportes para este método
mencionan el uso de esta cantidad, sin embargo, al observar que el colesterol se habia

sobreoxidado con estos equivalentes del reactivo, se realizd otro ensayo disminuyendo la
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cantidad de PCC a 3eq., encontrando que la disminucion de este reactivo nuevamente

produce la dicetona 94 en 86 % de rendimiento pero en un mayor tiempo de reaccion

(Esquema 27, Tabla 2).

PCC

HO O
34 94 O

Esquema 27. Obtencion de colest-4en-3,6-diona (94).

Tabla 2. Ensayos de la oxidacion del colesterol 34 con PCC.

Ensayo | Catalizador Condiciones Compuesto 94
PCC3®
1 Benceno / reflujo 5 h 84 %
25eq
PCC®
2 CHxClx/ta.24.5h 86 %
3eq

La obtencién del compuesto 94 se confirmé mediante la comparacion de datos

espectroscopicos de RMN de 'H del colesterol 34 con el producto obtenido 94 (Figura 18).5

En el espectro de RMN de 'H de la figura 18 de 94 se observa una sefial simple
desplazada a mayor frecuencia del hidrogeno vinilico H-4 en 6.17 ppm, el H-7 aparece en
2.68 ppm (dd, J =15.9,4.0 Hz, 1H) y en 2.04 ppm (d, J =3.5 Hz, 1H); las senales de los
metilos se asignaron en 1.17 ppm (s, 3H) para CH3-19, 0.93 ppm (d, J =6.5 Hz, 3H) para
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CH3-21, 0.88 ppm (d, J=1.8 Hz, 3H) y 0.86 ppm (d, J = 1.8 Hz 3H) para los CH3-27 y CH3-
26 respectivamente, y en 0.72 ppm (s, 3H) la de CH3-18.

En el espectro de RMN de *C de la figura 19 se observan las sefiales caracteristicas
en 202.3 y 199.5 ppm para los carbonilos en C-6 y C-3, asi como la sefial en 125.4 ppm para
el C-4 y en 161.0 ppm la del C-5, confirmando la obtencion del compuesto 94.
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Figura 18. Comparacién de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de colesterol 34 y la colest-4-en-3,6-diona (94) en CDCls.
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c-27
C-23C-26C21C-19 o
C-1 C-11
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40 35 30 25 20 15 C-17
ppm C.a C9cy

C=03
C=0 6

' 2b0' lbol léol 150' 160' 130' lhol 130' 1&0' 1&0' lbO' éO ' éO ' %0 ' éO ' 50 ' 40 ' éo ' éo ' iO
ppm
Figura 19. Espectro de RMN de '3C (100 MHz) de colest-4-en-3,6-diona (94) en CDCls.

60

—
| —



DISCUSION DE RESULTADOS
.|
Considerando los resultados de la oxidacién con PCC, y debido a que Gnicamente se

habia logrado identificar la enona 35 a partir de la oxidacion de Oppenauer, se retomo esta
metodologia, observando que al disminuir el tiempo de reflujo, seguido de una filtracion del
crudo de reaccion sobre silica gel con Hexano y Hexano/Acetato de Etilo (9:1), se logra

obtener la cetona a,f-insaturada 35 en un rendimiento del 78 %.

Al (O-i-Pr); (2 eq)
Ciclohexanona
HO Reflujo 1 h )
34 35

Esquema 28. Obtencion de colestenona (35).

La obtencién del compuesto 35 se confirméd mediante comparacion de los espectros

de RMN de hidrégeno de 35 con los descritos (Figura 21).54

En el espectro de RMN de 'H de la figura 20 para 35, se observa una sefial simple
desplazada a mayor frecuencia del hidrégeno vinilico H-4 en 5.72 ppm, también la sefial
simple del CH3-19 se encuentra desplazada a mayor frecuencia en 1.17 ppm, las sefiales del
resto de los metilos aparecen en 0.89 ppm (d, J = 6.5 Hz, 3H) para CH3-21, 0.87 ppm (d, J =
1.6 Hz, 3H), 0.86 (d, J = 1.6 Hz, 3H) para los CH3-27 y CH3-26 y en 0.69 ppm (s, 3H) la del
CH3-18.

El espectro de RMN de '°C de la figura 21 confirma la obtenciéon del sistema
carbonilico a,f-insaturado, ya que se observan sefales caracteristicas en 199.7 ppm del

carbonilo C-3, en 171.8 ppm la del C-5 y en 123.5 ppm la sefial que corresponde a C-4.
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CH3—19

-18

CH.
CH,-26
CH,-27
CHJ-2
H-3 K
..

H-4

CH3—19
CH3—18

CH,-26
CI—f =27

JMUWMVM)L

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

Figura 20. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de colesterol 34 y colestenona 35 en CDCl;.
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C-20 C-27
C-24 Gl C-25 C-26 .19
Cc22 o0 o C-23 c-21 71" C-18
C-13 G2 c7 & C-15 || c-11
C-10

40 35 30 25 20 15
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C-14
C-4 C-9
C-17
C-12

ZIOO' 1I90' 180 170 160 150' 1I40' lI?)O' 1I20' 110' IIOO' 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm
Figura 21. Espectro de RMN de '*C (100 MHz) de colestenona 35 en CDCls.
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6.3 Reactividad de la enona 35 frente a la adicién nucleofilica del indol

En relacion a la reactividad del sustrato 35 con el indol 6, se inicié con las mismas
condiciones de reaccion encontradas para la sintesis de 90. Sin embargo, debido a que bajo
esta metodologia no se observo la formacion del producto deseado, se realizaron diferentes
ensayos cambiando las condiciones de reaccion (tabla 3). El nuevo derivado 95 se obtuvo en
forma de miel color amarillo y en rendimientos del 4-12 % con recuperacion de la materia

prima 35 (79-92 %).

M @ Catalizador

N -
N

o 6 M o
35

Esquema 29. Obtencion del nuevo compuesto 95.

Tabla 3. Ensayos de reactividad de la enona 35.

Ny 95

N
H

Ensayo Catalizador % mol | Tiempo | Disolvente | Rendimiento (%)
1 CeCls- TH20/ 5 12h | Acetonitrilo NR
Nal 5 Reflujo MP 92
2 CeCl3- TH20/ 20 24h | Acetonitrilo 12
Nal 20 Reflujo MP 79
3 CeCls+ TH20/ 50 48 h | Acetonitrilo 11
Nal 50 Reflujo MP 84
4 CF; 100 36 h 1,2- 4
/@\ )SJ\ | X | (1 eq) | Refluyjo | dicloroetano MP 90
F;C II\{I E N
105
5 CeCl;- 7TH20/ 20 48 h | Acetonitrilo 9
Nal 20 Reflujo MP 80
()
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6 CeCls3+ 7TH20/ 10 25h Sin Trazas
Nal/ 10 Reflujo | disolvente MP 91
SiO» 1

7 CeCl3- 7H20/ 20 40 h 1,2- Trazas
Nal 20 Reflujo | dicloroetano MP 90

8 CeCls3+ 7TH20/ 20 20 h Etanol Trazas
Nal 20 | Reflujo MP 95

*NR= NO REACCIONA
*MP= MATERIA PRIMA

Los resultados de la tabla anterior son interesantes ya que a pesar de obtener el
producto de interés en rendimientos pobres, el ensayo 4 muestra un ejemplo de la posible
aplicacion de una tiourea como un organocatalizador en la quimica de esteroides, por lo que
no se descarta la posibilidad, que con el uso de un reactor de microondas estos rendimientos

pudieran incrementarse notablemente.

La obtencién del compuesto 95 se confirmd mediante la comparacion de los espectros
de RMN de hidrégeno de la colestenona 35 con el producto aislado después de la purificacion
mediante cromatografia en columna (Figura 22), observando en la region de las sefiales de
indol la ausencia del H-3’, asi como la desaparicion de la sefial simple del hidrégeno vinilico
H-4 en 5.72 ppm. En el espectro de RMN de 'H de 95 se observan las sefiales del indol a
mayor frecuencia; la sefial simple del grupo NH se asigné en 8.17 ppm, en la region de 7.16
a 7.84 ppm se encuentran las sefales de los hidrégenos arométicos del anillo heterociclico.
También se observan las sefiales caracteristicas de los metilos del colesterol, por ejemplo, en
1.11 ppm se encuentra una sefial simple del CH3-19, las sefales del resto de los metilos
aparecen en 0.94 ppm (d, J =6.5 Hz, 3H) para CH3-21, 0.88 ppm (d, J= 1.6 Hz, 3H) y 0.86
ppm (d, J = 1.2 Hz, 3H) para los CH3-27 y CH3-26 respectivamente y en 0.73 ppm (s, 3H) la
del CHs-18.
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CH3—19

CH
CH —263
A

-18

CH3 24

| | oSl

21 H,O

CH,-26
CH-1901 7

CH,-2

v o AN
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ppm
Figura 22. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de colestenona 35 y el nuevo derivado 95 en CDCl;.
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6.4 Obtencidn de la cetona a,f-insaturada 36 a partir de diosgenina 27

Para la sintesis de la diosgenona 36, se decidi6 explorar la oxidacién con PCC después
de analizar algunos datos reportados para la preparacion de este derivado,®® sin embargo,
mediante las metodologias mostradas en el esquema 29 se observo que con 25 eq. de PCC se
obtiene la dicetona 96 en rendimiento cuantitativo, mientras que el uso de 3 eq. del reactivo
oxidante a temperatura ambiente Unicamente permitié aislar el compuesto 97 en 56 % de
rendimiento después de la purificacion por cromatografia en columna, ademés de observar
la formacién de 96 y otro subproducto en menor rendimiento. Con estos resultados se decidio
retomar la oxidacion de Oppenauer disminuyendo el tiempo de reflujo indicado en la
literatura (de 10 h a 30 min.), logrando obtener bajo estas condiciones el producto deseado

36 en 83 % de rendimiento (Esquema 30).

CH,Cl,
PCC (3 eq)| anhidro
ta. 1.5h

0

97 (56%) 36 (83%)

96 (Rend. Cuant.)

Esquema 30. Oxidaciones del anillo A de la diosgenina (27).

La obtencion del compuesto 96, se confirmdé mediante la comparacion de los
espectros de RMN descritos.®* En el espectro de RMN de 'H de la figura 23 para 96 se
observa una sefiale simple desplazada a mayor frecuencia del hidrogeno vinilico H-4 en 6.19
ppm, los H-26ec y H-26ax se asignaron en 3.47 ppm y 3.37 ppm; las sefales de los metilos
se observan en 1.19 ppm (s, 3H) para CH3-19, en 0.99 ppm (d, J =6.5 Hz, 3H) la de CH3-21,
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en 0.84 ppm (s, 3H) la del CH3-18 y la sefial en 0.80 ppm (d, J =5.7 Hz, 3H) se asign¢ al
CHs-27.

En el espectro de RMN de *C de la figura 24 se observan las sefiales caracteristicas
de los carbonilos en 201.7 ppm y 199.2 ppm de C-6 y C-3 respectivamente, asi como en

160.5 ppm la de C-5 y en 125.5 ppm la correspondiente a C-4.
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CH3—19 CH3—18

CH}-27

CH,-21

H-26ax

CH3—19 CH3-18

CH3 =27
CH,-2

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3I.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
ppm
Figura 23. Comparacién de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de diosgenina 27 y diosgenin-4-en-3,6-diona (96) en CDCl;.
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C-14
C-26 C-9C-Tc00

C-17

-22

' 2b0 ' 150 ' 1é0 ' 1%0 ' 160 ' 150 ' IZO ' 150 ' 150 ' 1&0 ' lbO' éO ' éO ' %O ' éO ' éO ' 40 ' éO ' éO ' iO
ppm
Figura 24. Espectro de RMN de '3C (100 MHz) de diosgenin-4-en-3,6-diona (96) en CDCls.
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En el espectro de RMN de 'H de la figura 25 para 97 se continua observando la sefial

ancha del hidrégeno vinilico H-6 en 5.34 ppm (m, 1H), mientras que la sefial en 4.42 ppm

del H-16 integra para un hidrégeno, los H-26ec y H-26ax aparecen en 3.47 ppm y 3.37 ppm,

asi como las senales de los metilos CH3-19 en 1.21 ppm (s, 3H), CH3-21 en 0.98 ppm (d, J =
6.9 Hz, 3H), CH3-18 en 0.84 ppm (s, 3H) y en 0.79 ppm (d, J = 6.3 Hz, 3H) la del CH3-27.

En el espectro de RMN de '3C de la figura 26 se observa la sefial caracteristica del
carbonilo en 210.8 ppm de C-3, asi como las sefiales del C-5 y C-6 en 138.4 ppm y 122.5
ppm respectivamente; también aparece la sefial del carbono espirocetalico C-22 en 109.2

ppm y en 80.6 ppm la del C-16 base de oxigeno.
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CH3—19 CH3—18

CH,-27

CH3 -1

H-26ax

CH3—19 CH3—18

CH3 =27
CH,21

H-6 H-26ax

JL H-16 H-26
M

56 54 52 50 48 4.6 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 2.8 2.6 24 22 20 18 1.6 14 12 1.0 08 0.6
ppm
Figura 25. Comparacién de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de diosgenina 27 y diosgenin-5-en-3-ona (96) en CDCl;.
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C-14C-9

C-20
C-6 C-26

C-17
C-5 C-22

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 1
ppm
Figura 26. Espectro de RMN de '*C (100 MHz) de diosgenin-5-en-3-ona (97) en CDCls.
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La asignacion estructural del compuesto 36 se realizoé por comparacion con la RMN

de 'H de la diosgenina 27 y con los datos reportados (Figura 27).>’

En el espectro de RMN de 'H de la figura 27 para 36, se observa una sefial simple
desplazada a mayor frecuencia del hidrogeno vinilico H-4 en 5.73 ppm, una sefial multiple
del H-16 en 4.41 ppm que integra para un hidrogeno, en 3.48 ppm y 3.37 ppm se asignaron
los H-26ec y H-26ax respectivamente, mientras que las sefiales de los metilos en 1.19 ppm
(s, 3H) se asignaron a CH3-19, la de 0.97 ppm (d, J = 6.9 Hz, 3H) al CH3-21, la de 0.82 ppm
(s, 3H) a CH3-18 y la senal (d, J = 6.3 Hz, 3H) del CH3-27 se asign6 en 0.79 ppm.

En el espectro de RMN de "*C de la figura 28 se confirmé la obtencion del sistema
carbonilico a,f-insaturado, ya que se observan sefiales caracteristicas en 199.4 ppm del

carbonilo C-3, en 171.1 ppm la del C-5 y en 123.8 ppm la sefal que corresponde a C-4.
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CHyr19 - ¢H,-18
CH, 27
€H,-2
H-6 H-16 H-26ed 7208%
gl
CH,-19
CH,-18

CH,-2
CH3 -27
H-4
H-26ax
s H25% i A A b

58 5.6 54 52 50 48 4.6 44 42 40 3.8 3.6 3.4 32 3.0 28 2.6 24 22 20 18 1.6 14 12 1.0 08
ppm
Figura 27. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de diosgenina 27 y diosgenona 36 en CDCl;.
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C.7 7
C-1C2C-6. c.05 C-18
. h - C-11 -
cG73C-106-8 CC152 C-24 C-21
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40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14
ppm
Cc-4
C-14
C-20
C-16 Co6
C-17
Cc-22
C-5
C=0
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm

Figura 28. Espectro de RMN de '*C (100 MHz) de diosgenona 36 en CDCl;.
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6.5 Reactividad de la enona 36 frente a la adicién nucleofilica del indol

El estudio de la reactividad del sustrato 36 frente a la adicién de indol 6 se llevd a
cabo modificando algunas condiciones de reaccion como se describe en la tabla 4,
observando que con el uso de etanol como disolvente se obtiene el nuevo derivado 98 en

rendimientos pobres del 8-11 % con recuperacion de la materia prima 36 (80-91 %).

m Catalizador -
+
N

H o)

36 6 98
N
H

Esquema 31. Obtencion del nuevo compuesto 98.

Tabla 4. Ensayos de reactividad de la enona 36.

Ensayo Catalizador % mol | Tiempo | Disolvente | Rendimiento (%)
1 CeClz- TH20/ 5 24h | Acetonitrilo Trazas
Nal 5 Reflujo MP 91
2 CeCl;- 7TH20/ 5 24 h Etanol 8.4
Nal 5 Reflujo MP 87
3 CeCls- TH20/ 20 24 h Etanol 11
Nal 20 Reflujo MP 80

*MP= MATERIA PRIMA

La obtencion del compuesto 98 se confirmd por comparacion con los espectros de
RMN de hidrégeno de la enona 36, con el producto aislado después de la purificacion por
cromatografia en columna (Figura 29), observando sefiales caracteristicas de indol en la
region de 7.16 ppm a 8.27 ppm, y la desaparicion tanto del H-3’ como la de la sefal del
hidrégeno vinilico H-4 en 5.73 ppm, también se observaron seiales caracteristicas del
sistema esteroidal: en 4.45 ppm del H-160¢, asi como los H-26ec y H-26ax en 3.48 ppm y
3.39 ppm. También se confirm¢ la presencia de las sefiales de los metilos CH3-19 en 1.12
ppm (s, 3H), CH3-21 en 1.00 ppm (d, J = 6.8 Hz, 3H), CH3-18 en 0.84 ppm (s, 3H) y en 0.80
ppm (d, J = 6.2 Hz, 3H) la del CH3-27.
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CH3—19
CH3—1 8
CH,-2f1
CH3—27
H-4
h H-26 ax
L .
CH,-18
CH 237
CH3—13
HO C[—I3—2
n
H-26 ax
H-26 e& w
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 T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

ppm
Figura 29. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de diosgenona 36 y el nuevo derivado 98 en CDCls.
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6.6 Obtencion de la cetona a,f-insaturada 83 a partir de acetato de botogenina 88

Para la obtencion de la cetona a,f-insaturada 83 se inici6 con la hidrolisis del acetato
de botogenina 88 en KOH al 5 % en etanol, posteriormente se realiz6 la oxidacién de
Oppenauer,’! observando que después de dos horas a reflujo seguido de una filtracion sobre
silica gel con hexano y hexano/acetato de etilo (9:1) se obtiene la cetona a,f-insaturada 83

en un rendimiento del 66 % (Esquema 32).

KOH 5%
en etanol Al (0-i-Pr); (2 eq)
talh “Ciclohexanona

Reflujo 2 h o
99 (83%) 83 (66%)

HO

Esquema 32. Obtencién del compuesto 83.

La asignacion estructural de 83 se realizé mediante el analisis de RMN de 'Hy *C y
por comparacion con la materia prima botogenina 99, ya que no se encontr6 informacion

espectroscopica.

En el espectro de RMN de 'H de la figura 30 para 83, se observa una sefial simple
desplazada a mayor frecuencia del hidrégeno vinilico H-4 en 5.78 ppm, una sefial multiple
del H-16 en 4.36 ppm que integra para un hidrégeno, en 3.50 ppm y 3.35 ppm se asignaron
los H-26ec y H-26ax respectivamente, mientras que las sefiales de los metilos en 1.28 ppm
(s, 3H) se asignaron a CH3-19, la de 1.11 ppm (s, 3H) a CH3-18, lade 1.07 ppm (d, J = 7.0
Hz, 3H) al CH3-21 y la senal (d, J = 6.3 Hz, 3H) del CH3-27 se asigno6 en 0.80 ppm.

En el espectro de RMN de '°C de la figura 31 se confirmé la formacién del sistema
carbonilico a.f-insaturado, ya que se observan sefales caracteristicas en 211.9 ppm del
carbonilo C-12, en 198.7 ppm del carbonilo C-3, en 168.4 ppm la del C-5 y en 124.6 ppm la

sefial que corresponde a C-4.
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CH,-19
CH,-18

:H3 -21

» el 26
e B3 il )
N\

CH3—19
CH,-18

CH,-21

CH,-27
H-26ax
IJ_INL16 H-26ec

S8 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 3.4 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08
ppm
Figura 30. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de botogenina 99 y el nuevo derivado 83 en CDCls.
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c-11 . C2c6C7 €25

C-10 C-24

39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28

ppm
C-14 C-27
C-13 G-19
C-4 C-18
C-20 C-21
C-16 C-9
C-26 C-17

C-22

C=012C=03

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm
Figura 31. Espectros de RMN de '*C (100 MHz) de la enona 83 en CDCls.
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6.7 Reactividad de la enona 83 frente a la adicién nucleofilica del indol

En relacion a la reactividad del sustrato 83 con el indol 6, se realizaron diferentes
ensayos, en la tabla 5 se muestran los detalles, la reaccion procede con etanol dando el

producto deseado en trazas del 7 % con recuperacion de la materia prima.

O

0

(@) @ Catalizador R
N N

H

83 6

100

Esquema 33. Obtencion del nuevo compuesto 100.

Tabla 5. Ensayos de la reactividad de la enona 83.

Ensayo Catalizador % mol | Tiempo | Disolvente | Rendimiento (%)
| CeCl3+ TH2O/ 5 24h | Acetonitrilo NR
Nal 5 Reflujo MP 92
2 CeCl;+ TH20/ 20 24h | Acetonitrilo NR
Nal 20 Reflujo MP 90
3 CeCl;- 7TH20/ 20 24 h Etanol 7
Nal 20 Reflujo MP 81

*NR=NO REACCIONA

*MP= MATERIA PRIMA

Mediante el espectro de RMN de 'H se logré identificar la formacion del compuesto
100, debido a la ausencia del H-3’ del indol y la desaparicion de la sefial simple del hidrogeno
vinilico H-4, sin embargo en la region de NH se logra apreciar que el producto se obtiene en

mezcla diastereomérica.

En el espectro de RMN de 'H de 100 se observan las sefales del indol a mayor
frecuencia; la sefial simple del grupo NH se asign6 en 8.03 ppm, en la region de 7.10 ppm a
7.84 ppm se encuentran las sefales de los hidrogenos aromadticos del anillo heterociclico,

también se observan sefiales caracteristicas del sistema esteroidal, en la region de 3.50 ppm
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y 3.35 ppm para los H-26ec y H-26ax respectivamente, mientras que las sefiales de los
metilos en 1.27 ppm (s, 3H) se asignaron a CH3-19, la de 1.11 ppm (s, 3H) a CH3-18, la de

1.07 ppm (d, J = 7.0 Hz, 3H) al CH3-21 y la sefial (d, J = 6.3 Hz, 3H) del CH3-27 se asignd
en 0.80 ppm (Figura 32).
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CH3—19

CH,[-14

CH,-19
CH

H-26 ax
H-16 H-26 ec

NH

M

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4I.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
ppm
Figura 32. Comparacién de los espectros de RMN de 'H (400 MHz) de la enona 83 y el nuevo derivado 100 en CDCls.
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7. CONCLUSIONES

En la busqueda para optimizar los rendimientos de los productos carbonilicos a.f-
insaturadas de colesterol 34, diosgenina 27 y botogenina 99, se encontrd una nueva
metodologia para la obtencion compuestos 94, 96 y 97 en buenos rendimientos via el uso de

PCC.

o

94

Se establecieron nuevas condiciones de reaccidon para obtener las enonas 35, 36 y 83

en buenos rendimientos mediante la oxidacion de Oppenauer.

35 36 83

En relacion a la reactividad de los compuestos esteroidales 35, 36, 83, 85 y 87, los
mejores resultados se obtuvieron al hacer reaccionar las cetonas a,f-insaturadas 85 y 87, en
presencia del catalizador CeClsz- 7H20, formando diastereoselectivamente los nuevos
derivados de indol 90 y 93. Adicionalmente el compuesto 85 mostro reactividad frente al
organocatalizador de tiourea 105, formando el derivado 90; esta tltima metodologia resultd
interesante, ya que forma parte de las primeras reacciones de compuestos esteroidales en
presencia de organocatalizadores de tiourea, que a pesar de formar el producto en bajo
rendimiento, por experiencias anteriores, no se descarta la posibilidad de que estos
rendimientos puedan incrementarse notablemente haciendo uso de microondas con esta

metodologia.
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Para los compuestos 90 y 93 se propuso sustitucion a del indol en C-23 con ayuda del
experimento de 2D NOESY, esto debido a que en el analisis de este espectro se observé una

correlacion a través del espacio del H-7 del indol con el H-16a del esteroide.

Las cetonas a,f-insaturadas en el anillo A 35, 36 y 37 fueron menos reactivas que las
enonas colestanicas 85 y 87 frente a la adicion de indol, ya que en iguales condiciones de

reaccion forman los productos deseados en trazas y mezcla diastereomérica.
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Figura 33. Espectro de RMN de '*C y DEPT para el compuesto 35 en CDCls.
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Figura 34. Espectro HETCOR de 35 en CDCls.
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