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VIII. RESUMEN

De estudios previos en nuestro grupo de investigacion, se sabe que el tratamiento de
sapogeninas espirostanicas en medio acido genera diferentes rearreglos orientados hacia la
formacion de diferentes anillaciones en el esqueleto esteroidal, a los cuales se les ha
conferido diversas propiedades biologicas, ademas de la susceptibilidad de estas hacia la
apertura de la cadena la cadena lateral, lo que las convierte en sintones de gran valor sintético
en la obtencion de farmacos esteroidales, asi como analogos de productos naturales de interés

bioldgico.

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se propone una nueva metodologia para
generar derivados esteroidales de estructura variada, mediante de reacciones de apertura en
medio acido, del acetato de diosgenina (17) y del acetato de 23-cetodiosgenina (86), esto a
través de microondas como estrategia de sintesis verde. Los compuestos sintetizados fueron
caracterizados mediante métodos espectroscopicos (IR, RMN en 1D y 2D) y

espectrométricos (HR-MS) para su andlisis estructural.

Para el caso de la apertura 4cida del acetato de diosgenina (17) con ZnCla, al usar 1,2-
DCE como disolvente, se obtienen cuatro compuestos, dos derivados colestanicos 87, 88, un
derivado epoxicolesténico 89 y uno con estructura furosténica 90, siendo este ultimo el
producto mayoritario, seguido del colestano 87. Adicionalmente, se encontrd que al emplear
THF como disolvente para la misma reaccion, se obtiene de manera regioselectiva la
pseudodiosgenina diacetilada 12, intermediario clave en la sintesis de hormonas a escala
industrial, lo que demuestra la versatilidad de las estructuras espirostdnicas hacia la

formacion de diferentes derivados seglin las condiciones de reaccion empleadas.

Por otra parte, al utilizar microondas para la apertura acida del acetato de 23-
cetodiosgenina (86) con ZnCly, en 1,2-DCE, se obtiene el derivado de cadena lateral abierta
80 en una sola etapa de sintesis, lo cual es un resultado prometedor, ya que de resultados
anteriores en nuestro grupo de investigacién, se conoce que mediante el método de
calentamiento convencional, 80 solo se puede preparar en dos etapas de reaccion a partir de

86.

Palabras clave: MO, diosgenina, 23-cetosapogenina, espirocetales, epoxicolestenos.
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IX. ABSTRACT

From previous studies within our research group, it is known that the treatment of
spirostanic sapogenins in an acid medium generates different rearrangements on the lateral
side chain, oriented towards the formation of different rings on the steroidal frameworks, to
which several biological properties have been attributed, besides the ease of these towards
lateral side chain opening, has made them synthons of great synthetic value in the obtaining

of steroidal drugs, as well as analogues of natural products biologically interesting.

Due to the above, in the present work a new methodology is proposed in order to generate
steroidal derivatives with varied structure, through different reactions in an acid medium
using as starting material, diosgenin acetate (17) and 23-ketodiosgenin acetate (86),
promoted by microwave as a strategy of green synthesis. The synthesized compounds were
characterized by spectroscopic (IR, 1D and 2D NMR) and spectrometric (HR-MS) methods

for their structural analysis.

In the case of acid opening of diosgenin acetate (17) with ZnClz, when 1,2-DCE is used
as solvent, four compounds are obtained, two cholestanic derivatives 87, 88, an
epoxycholestene derivative 89 and a furosthenic compound 90, this last as major product,
followed by cholestanic compound 87. Additionally, it was found that by using THF as a
solvent for the same reaction, diacetylated pseudodiosgenin 12 is regioselectively obtained;
which is a key intermediate in the synthesis of hormones on an industrial scale, which
demonstrates the versatility of spirostanic structures towards the formation of several

derivatives according to the reaction conditions used.

On the other hand, when using microwaves for the opening acid of 23-ketodiosgenin
acetate (86) with ZnCl, in 1,2-DCE, the product coming from the lateral side chain 80 is
obtained, in a single synthesis step, which is a promising result, since from the results of
previous works in our research group, it is known that, by using the conventional heating

method, 80 only can be prepared in two reaction steps from 86.

Key words: MW, diosgenin, 23-ketosapogenin, spiroketals, epoxycholestene.

19



1. INTRODUCCION

Las saponinas son compuestos glucosidicos, los cuales existen casi exclusivamente en
plantas [1]; el contenido de estas depende de diversos factores como el tipo de cultivo, el
estado fisiologico, la edad, la localizacion geografica o el 6rgano vegetal [2]. Se ha
observado a través de varios estudios, que la presencia de saponinas disminuye en muestras
que han sido expuestas a sequia y regimenes salinos como el caso de la quinua, y que existen

diferentes contenidos de saponinas en variedades de sus semillas [3].

En términos de estructura quimica, las saponinas pueden presentar un esqueleto de
veintisiete o treinta dtomos de carbono; de ahi su clasificacion como “esteroidales” y
“triterpénicas”. De todas las saponinas esteroidales existentes, es importante destacar a
aquellas que tienen como aglicona (libre del azucar) a la hecogenina y diosgenina, debido a
que son materias primas ampliamente utilizadas en la industria de hormonas esteroidales
[1,4]. En cuanto al rol bioldgico que exhiben las saponinas, generalmente son consideradas
como parte del sistema de defensa de las plantas contra patégenos y herbivoros, esto debido

principalmente a su sabor amargo caracteristico [3].

Otro aspecto interesante sobre las saponinas es que presentan una alta actividad
superficial debido a sus propiedades anfifilicas; la parte polar es atribuida a azlcares
presentes en su estructura y la parte no polar se le atribuye a su porcidon aglicona, ya sea
esteroidal o triterpénica. Debido a esto pueden ser empleadas como detergentes naturales,
emulsificadores de cosméticos y productos de limpieza, asi como agentes estabilizantes [4].
Ademads, se sabe que estos metabolitos presentan una amplia actividad biologica y
farmacoldgica, destacandose su efecto insecticida, antiviral, antiinflamatorio,
anticancerigeno, antifingico, entre otros [3,5]; lo que ha motivado a diversas investigaciones
desde los afios 40’s, cuando se reportd por primera vez el uso de estos compuestos como

intermediarios clave en la sintesis de hormonas esteroidales [6].

Las saponinas se denominan “sapogeninas” en su forma libre del azucar. Las
sapogeninas esteroidales suelen ser de mayor interés debido a la estructura quimica que

poseen, y por su uso en la sintesis de firmacos esteroidales [7]. Estas a su vez, pueden ser
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de tipo colestanicas (1), furostanicas (2) o espirostanicas (3) (Figura 1), siendo las de tipo
espirostano las que se encuentran con mayor frecuencia en el reino vegetal [8] y como
consecuencia las mas estudiadas, a raiz del descubrimiento de la degradacion de Marker y

su impacto en la historia de las hormonas esteroidales [9].

Figura 1. Sapogeninas colestanicas, furostanicas y espirostanicas [8].

Es importante mencionar que de estas tres pueden destacarse las sapogeninas
espirostanicas debido a su mayor abundancia natural y por presentar la funcién
espirocetalica, la cual es relativamente sencilla de modificar y funcionalizar en presencia de
condiciones &cidas, por lo que a menudo son empleadas como materia prima para la
obtencion de derivados esteroidales con actividad farmacoldgica. A su vez, diversos estudios
han demostrado la versatilidad de estos compuestos como intermediarios en la sintesis de

analogos de productos naturales con actividad bioldgica.

Por lo anterior, la obtencion de estos compuestos a través de diferentes metodologias es
de gran interés en quimica sintética, ademas por su relacion con otras ramas de la ciencia,
como la medicina, area de los materiales, biologia, entre muchas otras. Esto ultimo ha dado
origen a que diferentes métodos sintéticos hayan sido desarrollados a lo largo de la historia
de la quimica, sin embargo en este punto, cabe destacar que si bien la quimica de estos
compuestos ha sido explorada ampliamente desde los afios 40’s, una gran cantidad de
metodologias sobre todo, las reportadas muchos afios atras, a menudo han recurrido al uso
de procedimientos que generan subproductos no deseados, o incluso requieren procesos que
emiten gases toxicos y de efecto invernadero o que requieren del uso de disolventes

altamente cancerigenos; en este sentido en fechas actuales, existe un reciente interés por la
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implementacién de nuevas metodologias mas amigables con el medio ambiente, que no

incurran en afectaciones graves en el entorno natural.

En los ultimos afos la idea de crear e implementar avances significativos dentro del
campo de la “quimica verde” ha sido un foco de atencion importante dentro de la comunidad
cientifica a nivel mundial. Este término, que en su momento fue muy novedoso por todas las
consideraciones que tuvieron que hacerse para crear su definicion, fue presentado por la
Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU como: “la utilizacion de un conjunto de
principios que reducen o eliminan el uso o generacion de sustancias peligrosas en el diserio,
fabricacion y aplicacion de productos quimicos” [10]. En general, se busca adoptar este
término para la mayoria de procesos quimicos existentes, asi como los 12 principios
reportados por Anastas y Warner en los afios 90’s [11], todo esto con la finalidad de construir

poco a poco el camino hacia la sustentabilidad dentro del area de la quimica.

Uno de los principios de la quimica verde establece la importancia en la bisqueda de
nuevas alternativas de sintesis en cuanto a la forma de suministrar energia se refiere; las
reacciones fotoquimicas, la sonoquimica, asi como la irradiaciéon de microondas cumplen

con este requisito, [12] y se consideran técnicas novedosas en el area de sintesis quimica.

El uso de microondas como método de irradiacién de energia ha ido incrementado su
popularidad en diversas areas del conocimiento. En sus primeros afios, esta técnica se utilizo
en el area de quimica inorganica y ciencia de materiales principalmente, y no fue sino hasta
la mitad de los afios 80’s que comenzo a aplicarse al drea de quimica organica [13] con un
gran ¢éxito debido a sus bondades, que hasta hoy en dia siguen aprovechandose para mejorar
procesos y rutas sintéticas, como son: reduccion del tiempo de reaccion, mayores
rendimientos, mayor selectividad, mayor pureza de los productos, simplificacion de los
sistemas de reaccion, rapidez en los ensayos, condiciones seguras para el uso de distintos
quimicos, entre otras [14]; estas caracteristicas de interés son resultado del fenomeno de
calentamiento con microondas, que a diferencia del método de calentamiento convencional
que comienza desde la superficie y va hacia el centro de la mezcla de reaccion por fendmenos
de conduccidn y conveccion, la absorcion y transmision de energia de microondas permite
un calentamiento interno de la mezcla de reaccion de manera homogénea, por lo tanto, se

genera un calentamiento mas eficiente y mas rapido (Figura 2) [15].
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a) b)
Figura 2. a) Calentamiento convencional, b) Calentamiento por microondas.

Asi, desde la formulacion de los 12 principios de la quimica verde, se han logrado avances
significativos en la forma de obtencion de nuevos compuestos y productos, asi como en el
disefio de nuevos procesos, todos orientados hacia la busqueda de una relacion mas amigable

con el medio ambiente.

Por otra parte, en nuestro grupo de trabajo en los ultimos anos se ha trabajado en la
exploracion de diversas modificaciones en la cadena lateral de las sapogeninas
espirostanicas, contribuyendo con nuevas metodologias para la sintesis de anédlogos de
productos naturales de interés biologico [16-20], en este contexto, en nuestro interés por la
busqueda de implementar nuevas metodologias de sintesis mediante el uso de microondas,
el desarrollo de este proyecto consistid en evaluar la reactividad de la apertura del acetato de
diosgenina y acetato de 23-cetodiosgenina frente a diferentes condiciones acidas bajo la
influencia de las microondas. El empleo de este método se considera alternativo dentro de la
quimica verde, por sus ventajas mencionadas en apartados anteriores, ademas que abre
nuevas perspectivas orientadas a la sintesis de estructuras novedosas de forma regio- y
estereoselectiva, asi como al analisis de los mecanismos de reaccion que justifiquen la

formacion de los productos sintetizados.
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2. ANTECEDENTES

2.1.Caracteristicas de las sapogeninas de la serie 25R

La distribucion de sapogeninas o agliconas derivadas de las saponinas esteroidales que
existen en el reino vegetal es amplia y se han logrado aislar a partir de un gran numero de
especies de plantas; estos productos provenientes de la naturaleza pueden presentar
configuraciones denominadas como R o S dependiendo de la distribucion espacial en la que
se encuentra el grupo metilo unido al carbono 25 del esqueleto esteroidal, denominado
también como metilo-27 por las reglas de nomenclatura [UPAC; cuando este sustituyente se
encuentra en posicion axial, se dice que la configuracion es S; por otra parte, si la posicion
del sustituyente es ecuatorial, la configuracion serd R [21]. Se puede observar a continuacion
en la figura 2, que la diosgenina (4), tigogenina (6), esmilagenina (8), digitogenina (10) y
hecogenina (11) pertenecen a esta ultima clasificacion. Se ha encontrado, por ejemplo, que
la diosgenina (4) estd presente como saponina en varias raices de especies del género
Dioscorea, mientras que la tigogenina (6) y neotigogenina (7) se han identificado como

saponinas en especies Digitalis lanata y Solanum lycopersicum [22].

H

4 Diosgenina 5 Yamogenina 6 Tigogenina

HO

H

8 Esmilagenina 9 Sarsasapogenina 10 Digitogenina 11 Hecogenina

Figura 3. Sapogeninas de la serie 25R y 258.
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A pesar de que todas estas sapogeninas tienen en comun el nucleo esteroidal
ciclopentanoperhidrofenantreno y una fusion espirocetalica en el C-22 de los anillos E/F,
presentan diferencias estructurales, como son, la fusioén de los anillos A/B, dobles enlaces y
la presencia de grupos carbonilos e hidroxilos en diferentes partes del esqueleto esteroidal.
Esto marca la diferencia en términos de reactividad quimica para estos compuestos y ha
permitido que, a raiz de su impacto en la historia de las hormonas esteroidales, contintien

siendo ampliamente estudiadas.

2.2. Apertura de los anillos E/F de las sapogeninas espirostanicas

En los ultimos afios ha existido el interés de estudiar la apertura selectiva de los anillos E
y F de las sapogeninas esteroidales, esto con la finalidad de obtener nuevos rearreglos con
aplicacion en la sintesis de esteroides estructural y bioldgicamente interesantes [21], ya que
se conoce que varios derivados sintéticos provenientes de estas estructuras pueden presentar
aplicaciones terapéuticas interesantes en el cuerpo humano, por ejemplo, en el tratamiento
de diversos tipos de cancer, para evitar la inflamacion, asi como actividad citotoxica, entre
otros. La importancia de estas reacciones data desde la década de los afios 40, situada en el
siglo XX, cuando la obtencion de esqueletos de tipo pregnano marco un paso importante
hacia la obtencion de cantidades importantes, por primera vez, de hormonas como la
progesterona [6] y posteriormente la testosterona [23]; este acontecimiento se le atribuye al
trabajo desarrollado por el quimico Russell E. Marker y es de relevancia historica, ya que la
ruta de degradacion planteada por el quimico a partir de diosgenina, impuls6 fuertemente la
industria esteroidal en México, colocadndolo asi como lider a nivel mundial con la empresa

“Syntex”.

Es importante destacar el comportamiento particular que presentan las sapogeninas
espirostanicas en medio acido [8]; como puede observarse en el esquema 1 el equilibrio
espirocetalico se presenta con mayor facilidad, generando aperturas orientadas hacia los
anillos de tetrahidrofurano y tetrahidropirano los cuales se encuentran fusionados en el C-22
y son denominados como anillos E/ F respectivamente. El mecanismo de apertura presentado
explica el por qué se considera a las sapogeninas espirostdnicas como estructuras

privilegiadas en términos de reactividad y versatilidad sintética. Vale la pena sefialar que, de
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manera general, diversos adcidos como HCI, AlCl3, TiCls, ZnCla, BF3-Et2O, TMSOTT, entre
otros, han sido utilizados para evaluar la reactividad de este tipo de compuestos a través de
los afios [20], y de lo descrito se conoce que estos pueden llegar a ser muy sensibles en caso
de que se modifiquen ligeramente las condiciones de reaccion, y ademas se ha reportado que
incluso el uso de un mismo acido puede generar rearreglos orientados hacia la formacion de

productos diferentes, por ejemplo, en un mismo compuesto o incluso en la misma serie [24].

Esquema 1. Mecanismo general de apertura de las sapogeninas espirostanicas [8].

Adicionalmente estos compuestos presentan un fendmeno interesante conocido
como “efecto anomérico”, lo anterior por contener dentro de su estructura el sistema
espirocetalico; este término se refiere a la preferencia de un sustituyente electronegativo por
encontrarse en la posicion axial en lugar de la ecuatorial en un anillo de tetrahidropirano
[25]. Es importante destacar que, como consecuencia de este efecto, las longitudes de enlace
dentro del segmento anomérico pueden verse modificadas; esto ha sido observado a partir

de la obtencion de diversas estructuras cristalinas con el sistema espirocetalico [26].
X

¥ —~— =]

Esquema 2. Efecto anomérico en anillo de tetrahidropirano [25].
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Una vez reconocida la utilidad de estas estructuras por su uso para estudios en quimica
fina, comenzd una carrera acelerada hacia el reconocimiento de variedades de plantas a partir
de las cuales podian extraerse las saponinas, precursoras de las sapogeninas, y su vez, hacia
al estudio para el mejor entendimiento de sus propiedades y posibles reacciones quimicas

que llevaran a nuevas modificaciones estructurales.

A partir del andlisis de la ruta de degradacion de Marker, se destaca un intermediario
importante dentro de la ruta sintética para la obtencion de la 16-dehidropregnenolona (14):
las estructuras de tipo “pseudo” 12, las cuales contienen un doble enlace caracteristico entre
los carbonos 20 y 22 (Esquema 3). Para llegar a este intermediario clave, Marker, planted la
degradacion de la diosgenina hacia la pseudodiosgenina diacetilada 12 empleando anhidrido
acético a 200°C; los hidroxilos de C-3 y C-26 pasaron por un mecanismo de esterificacion

junto con una ruptura del anillo de tetrahidropirano [27].

OAc
Ac,0, 200°C
AcO

CrO5/AcOH
O
NaOH en alcohol
AcO 13
Testosterona
Estrona
H,/Pd Estradiol
0]
1) Br,
2) CrO4
3 Zn/AcOH
O
16 Progesterona

Esquema 3. Ruta de degradacion de Marker.
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El potencial que se encontrd en los compuestos de tipo “pseudo” como intermediarios
sintéticos fue tan importante en su tiempo, que varios grupos de investigacion enfocaron sus
esfuerzos en el planteamiento de alternativas a la acetdlisis de Marker [26], esto
considerando las condiciones de altas temperaturas que se requerian para su obtencion. Un
ejemplo de estos hechos puede verse reflejado en la patente de John-Chemerda y
colaboradores en el afio de 1964, donde lograron la obtencion de la pseudodiosgenina
diacetilada 12 a partir del acetato de diosgenina (17) utilizando cloruro de acetilo (AcCl), en
presencia de piridina (CsHsN) y anhidrido acético (Ac20), durante tres horas a reflujo,
obteniendo un rendimiento del 88% (Esquema 4) [28]; algo importante fue el hecho de que

las reacciones pudieron ser escalables obteniendo rendimientos muy similares.

ACzo

C,HN

AcCl reflujo O
17 0

Esquema 4. Obtencion de la pseudodiosgenina diacetilada con reflujo de AcCl.

Por otra parte, en el afio 2013, Jong-Lee y colaboradores proporcionaron un método
altamente eficiente para la obtencion de estructuras de tipo pseudo [29]; al emplear
trifluoroacetil trifluorometanosulfonato (TFAT) para la apertura del acetato de tigogenina
(18) en diclorometano como disolvente a bajas temperaturas (-30°C a -40°C), el oxigeno

unido a C-26 es protegido por el grupo trifluoroacetil (Esquema 5).

Mediante una serie de experimentos encontraron que al usar 1.5 equivalentes de TFAT, se
obtenian las estructuras 19 en un rendimiento de 45% y 20 en un 38% de rendimiento, siendo
el resto materia prima sin reaccionar, mientras que al usar 2 equivalentes de TFAT lograron
la obtencion de la pseudosapogenina 20 en 100% de rendimiento. Los autores destacaron la
estabilidad de los ésteres de trifluoroacetil en medios acidos, ya que pueden desprotegerse

selectivamente atin en presencia de grupos acetato u otros grupos éster en la posicion 3.
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TFAT

DCM
18 -30°C ~ -40°C

Esquema 5. Tratamiento de acetato de tigogenina con TFAT.

También en afos recientes, se ha descrito la apertura de sapogeninas espirostanicas con
la posterior funcionalizaciéon de sus derivados empleando halégenos [30]. Jing-Wu y
colaboradores estudiaron la apertura del anillo F en 2015 a partir del acetato de diosgenina
(17) junto con la adicion del halégeno en el carbono 26. Esto se llevo a cabo empleando
BF3-Et2O y LiBr como reactivos en diclorometano como disolvente a temperatura ambiente
(Esquema 6). Mediante el uso de estas condiciones suaves de reaccion, obtuvieron el
derivado colestanico pseudodiosgenina 21 en 58% de rendimiento, el cual fue
posteriormente utilizado para la sintesis de solasodina, un compuesto farmacologico de gran
importancia que ha mostrado actividad como agente antitumoral [31], asi como en la

neurogénesis [32].

LiBr, BF,OEt, 0
CH2C12, 25°C 0] Br

>)J\O

17 21 (58%)

o

Esquema 6. Reaccion de halogenacion-apertura de la cadena lateral de diosgenina.

La sintesis de la solasodina también se ha descrito a partir del pivalato de diosgenina (22)

[33]. La solasodina se obtuvo mediante la apertura simultanea del anillo F del sistema
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esteroidal via el uso de un acido de Lewis y la insercion de un atomo de nitrogeno en la
posicioén 26 como grupo carbamato (Esquema 7). Adicionalmente estudiaron esta reaccion
con diferentes carbamatos y en presencia de distintos acidos de Lewis como: TMSOTHT,
BF;OEt,, THaNH, TiCls [33]. Los autores describieron también la transformacion del
producto 23 en 24 mediante el uso de tamices moleculares de 4A en condiciones de reflujo

y tolueno anhidro.

- OH
(6%)

23 NHCbz
CbzNH, (2.2 equiv.) 4A MS, PhCH,
TMSOTT (2 equiv.) reflujo (82%)

DCM, t.a., 16h
PivO (52%) =
22 2%
NHCbz

Esquema 7. Apertura del anillo F del pivalato de diosgenina en condiciones acidas.
Posteriormente, mediante la desproteccion del grupo carbamato con AcBr/BuOH

realizaron la ciclizacion del anillo F, dando lugar al pivalato de solasodina 25 y 26 con

distintas configuraciones, como se indica para los productos en el esquema 8 [33].

AcBr (4 equiv.)

~ n-BuOH N
0 100°C, t.a., 16h
NHCbz
24 25 (22R,25R, 53%)

26 (225,258, 10%)

Esquema 8. Obtencion del pivalato de solasodina 25 y 26 via el intermediario 24.

Algunos autores han descrito cierta preferencia hacia la apertura del anillo E en lugar del
F debido a la mayor estabilidad del anillo de tetrahidropirano bajo condiciones acidas de

reaccion, al uso de acidos de Lewis duros en comparacion con blandos, la mayor basicidad
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del oxigeno contenido en el anillo de tetrahidrofurano, y por la generacion de enlaces C22-
026 mas cortos provocados por el efecto anomérico presente en la funcidon espirocetélica
[26], a pesar de que durante mucho tiempo se pensaba que la apertura espirocetalica solo
ocurria en el anillo F, sin embargo, diversos tipos de acidos de Bronsted o de Lewis han sido
probados dentro de esta quimica, y en muchas ocasiones las reacciones de apertura pueden
mostrar cierta orientacion preferencial hacia alguno de los anillos dependiendo de la eleccion

del 4cido, asi como de la cantidad a utilizar.

En el caso de los estudios desarrollados por Susana-Rincon en el afio 2006, cabe destacar,
que, al usar menos equivalentes del acido de Lewis, por ejemplo, BF3-Et;0, la reaccion a
partir de esmilagenina resulta ser mas selectiva hacia derivados epoxicolesténicos como 27
y 29, en comparacion con el derivado furosténico 28; asi mismo, hicieron ensayos con ZnCla,
y de sus resultados a partir de HPLC, concluyeron que las reacciones son mas selectivas

mientras menos equivalentes de acido se utilicen [34].

0]

!

Acidos de Lewi ©
cidos de Lewis OAc

ACzo 29

HO 8 Esmilagenina

28

Esquema 9. Variedad de esqueletos sintetizados a partir de esmilagenina.

Por otra parte, Hilario-Martinez y colaboradores, llevaron a cabo la apertura del anillo E
con diferentes sapogeninas de la serie 25R, en este caso, diosgenina (4), sarsasapogenina (9)
y hecogenina (11), mediante reacciones de acet6lisis con BF3-Et;O a 0°C; la posterior
adicion de trietilamina permitié obtener derivados esteroidales conteniendo un anillo de
dihidropirano 33-35 (Esquema 10). Con el uso de esta metodologia los compuestos fueron

obtenidos en rendimientos altos del 85-90% [24]. Adicionalmente, los autores también
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realizaron estudios computacionales con el fin de comprobar que la reaccion procede via un

oxocarbenio i6nico como intermediario (30-32).

ACZO/BF3 Etzo
0°C
HO

4 R,= A% R,=HH, R;=H, R,=Me . 30-32 - 33-35
9 RI:SB-H, RZ:H,H, R3:Me, R4:H
11 R1=5(1-H, R2=O, R3:H, R4=Me

Esquema 10. Derivados de hidropirano obtenidos a partir de sapogeninas esteroidales.

En 2014 Edwin-Flores y colaboradores reportaron la apertura del anillo E de acetato de
botogenina (36) y acetato de hecogenina (37) mediante el uso de anhidrido acético (Ac20) y
cloruro de zinc (ZnCl) (Esquema 11). A partir de esta metodologia obtuvieron los derivados
38 y 39, en rendimientos del 60 y 71% respectivamente. Posteriormente estos compuestos
fueron tratados con borohidruro de sodio (NaBH4), formando estereoselectivamente los

alcoholes 40 y 41 en C-12 (Esquema 11) [35].

0
""" NaBH,
OAc MeOH/THF
ZnCl,, Ac,0 3:2
AcO AcO AcO
Xy Xy
36 X, Y=A 38X, Y =A% 60% 40 X, Y =A%, 85%
37X,Y=H 39X, Y=H, 71% 41X,Y =H, 80%

Esquema 11. Apertura del anillo E del acetato de botogenina y hecogenina con ZnCl, en
Ac0.

Recordando la versatilidad que poseen estas estructuras hacia la apertura acida, no seria
extrafio que la concentracion de los reactivos también sea un factor de importancia
considerable para su estudio. Esto ha quedado demostrado en el reporte del ano 2010 por

José-Diaz y colaboradores [36], en el que a partir de la variacion de la concentracion
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describen la formacion de diferentes compuestos. En este trabajo, los autores realizaron
diversas reacciones de apertura a partir de botogenina y hecogenina, variando la
concentracion del anhidrido acético, asi como el tiempo de reaccion, y CH2Clz. Algo
interesante es que cuando emplearon concentraciones menores de anhidrido acético,
generaron compuestos pentaciclicos como 42 y 43 y de tipo hexaciclicos como se observa
en la estructura denotada por 44 (Figura 4), mientras que a mayores concentraciones obtenian

compuestos de tipo 22,26-epoxicolestanicos, asi como derivados furosténicos.

HO AcO

OAc OAc OAc

AcO AcO

Figura 4. Derivados penta y hexaciclicos provenientes de la acetolisis del acetato de
botogenina y hecogenina.

2.3. Microondas como estrategia sintética en la obtencion de analogos e
hibridos esteroidales

Un area que estd ganando mayor atencion dentro de la comunidad cientifica en afios
recientes, es el desarrollo de metodologias empleando estrategias novedosas en el area de
sintesis quimica, uno de estas consiste en la sintesis asistida por microondas; considerando
que en los ultimos afios el interés por la quimica verde ha ido en aumento, la irradiacion por
microondas se ha implementado en distintos tipos de reacciones como son condensaciones,
oxidaciones, reducciones, reacciones de multicomponentes, de Grignard, etc.; también ha
sido aplicada como método extractivo, y ha ganado relevancia dentro del 4rea de materiales,
por ejemplo, en la obtencién de polimeros [37]. Ademds de lo anterior, las microondas
también han sido aplicadas en la obtencion de sistemas hibridos involucrando distintas
biomoléculas; al disefiar estos sistemas, por lo general, se busca que posean mejores

propiedades bioldgicas y que puedan aplicarse en el desarrollo de farmacos principalmente
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[38], pero se han utilizado también en el area de los quimiosensores [39]; con este enfoque
se ha logrado la obtencion de nuevas entidades moleculares basadas en el nucleo esteroidal

[40].

Estas vertientes en auge, pueden verse ejemplificadas en el desarrollo de reacciones de
tipo multicomponente, donde se utilizan microondas para la sintesis de conjugados
esteroidales con aminoacidos. Un estudio publicado en el afio 2015 por Preetismita-Borah y
colaboradores [41], demostrd que la irradiacion por microondas para una reaccion de tipo
Ugi de 4 componentes, aplicada a la sintesis de este tipo de sistemas conjugados, permite la
obtencién de rendimientos considerablemente mayores (73-87%) en comparacion con los
reportados con el método de calentamiento convencional, que van desde el 17% al 32%,
ademas que se logra la formacion de los productos de interés como lo es 46 en menor tiempo
de reaccion (Esquema 12), por lo que con este ahorro en tiempo y energia los autores

mencionan se cumple con algunos de los principios de quimica verde.

OH 7 OH P coMe
z OH PFA, ﬁ3gthNC = NJ,,/’,
+ WC i ocn, non — MO0 o
NH, MO, 15 min
W ‘y \ / NH
HO OH HO" "OH
45 46

Esquema 12. Sintesis de conjugados esteroidales con aminoacidos a partir de microondas.

Otro ejemplo donde se resalta el uso de microondas como método alternativo de sintesis
en este tipo de sistemas hibridos se publico en el ano 2013, por el grupo de trabajo de
Dwipen-Kakati. Ellos reportaron que mediante la energia de microondas y en condiciones
libres de disolvente, se pueden preparar hibridos esteroidales 49 con distintas chalconas
como 48, via condensacion Claisen-Schmidt con las condiciones indicadas en el esquema
13 [42]. Asi, mediante este tipo de estructuras, se espera que la incorporacion de diversas
sustancias funcionalmente activas dentro de una misma molécula pueda mejorar las
caracteristicas de los componentes individuales o conducir a nuevos tipos de propiedades

biologicas, esto aunado a la simplicidad y rapidez, en comparacion con el método de
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calentamiento convencional, ademas de que las reacciones, en general, proceden sin la
formacion de subproductos adicionales. Cabe mencionar que en este reporte los autores
encontraron, que algunos de estos compuestos presentan actividad inhibidora significativa

frente a distintas cepas microbianas.

@) Z
@) \ _ Y
X
MO, 5-7 min
AcO O AcO
47 48 49

Esquema 13. Sintesis de los compuestos hibridos de tipo 49 mediante microondas.

Ademas de nuevos hibridos que involucran gran variedad de biomoléculas, con las
microondas se ha logrado la obtencion de compuestos a partir de la modificacion de los
anillos esteroidales, por ejemplo, en el afio 2010, Madan-Barthakur y colaboradores,
lograron la modificacion de los anillos A y B para la obtencion de derivados pentaciclicos
[43] mediante una anillacion de compuestos tipo 2-hidroximetilen-3-ceto 50, esto en
presencia de metoxido de sodio, generando asi compuestos tipo dicianoanilina 51, en
rendimientos desde el 78% al 90%, y en tiempos de reaccion cortos, que van de 8 a 10
minutos (Esquema 14). Las moléculas pentaciclicas que se obtienen son de interés por su
importancia farmacoldgica y biologica [44], ya sea como analgésicos, antitumorales, entre

otros.

NaOMe
H
+ CH,(CN), —> NC
HO™S MO, 8-10 min
o 50

Esquema 14. Sintesis de esteroides fusionados con dicianoanilina a partir de 50.

Por otra parte, en el afio 2020 lograron la obtencion de quimiosensores basados en
moléculas conjugadas de esteroides con bases de Schiff [39], como es el compuesto 55
presentado en el esquema 15. Para destacar en este trabajo, los autores tomaron en

consideracion la poca existencia de reportes donde se utilizan “estrategias verdes” para la
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obtencion de sensores quimicos, por lo que hacen énfasis en la implementacion de una ruta
de sintesis organica asistida por microondas. Mediante este método, reportaron tiempos de
reacciéon muy cortos, 10 min en comparacion con las 5 h bajo los métodos comunes, como
son calentamiento convencional, ademas que los rendimientos se incrementan de un 73% a

86%, en comparacion con los convencionales (Esquema 15).

7
7
.

S
\
\\\\

COOH MeOH COOCH;
TsOH
79% rto.
HO 52 HO 53
HO N,H,.H,0

/f@ CHO
HN-N OH NHNH,
0 O

MO, 10 min
86% rto.
HO 55 HO 54

3
N
N

Esquema 15. Obtencion del quimiosensor 55 conformado por un sistema conjugado

esteroidal con base de Schiff.

Adicionalmente se han empleado las microondas para introducir heteroatomos en
moléculas provenientes de productos naturales, con la finalidad de obtener analogos o
nuevos compuestos, ya que las propiedades quimicas y biologicas de una molécula pueden
verse afectadas positivamente al adicionar heterodtomos como nitrégeno u oxigeno,

dependiendo del uso o aplicacidon que se desee inducir en la molécula.

Un ejemplo de lo anterior es descrito por Anselmo-Martinez y su grupo de investigacion,
donde se implementa el uso de microondas dentro de una ruta de sintesis para la obtencion
de azaesteroides a partir de diosgenina (4) (Esquema 16) [45]. Este tipo de compuestos son
importantes para el area farmacoldgica debido a las actividades bioldgicas que les han sido
atribuidas, las cuales abarcan desde citotoxicidad, anticarcinogenicidad, antifingica, entre
otras [46]. El derivado 4-azaesteroide 58 se preparo a partir de la cetona a,f-insaturada 56.
Después de una etapa de oxidacion seguida por una apertura del anillo A para formar el
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intermediario 57, lograron la ciclizacion para la incorporacion del heterodtomo dentro del
nucleo esteroidal para la obtencion de 58, en microondas, con un rendimiento casi
cuantitativo (94%) en comparacion con otros descritos en calentamiento a reflujo (43%-

79%), ademas de que el tiempo de reaccion se redujo notablemente, de 4 h a 3 minutos.

PCC
CaCO
DCM, reflujo
4 N,, 5h

HO O

KMHO4
NalO,
NaCO,

t-BuOH/H,0
3.5h

NH,0Ac
AcOH

-
MO, 180°C
3 min o

58
o” N OH O

Esquema 16. Sintesis de 4-azaesteroides a partir de diosgenina.

Por otra parte, en el afio 2010, Maria-Hernandez y colaboradores reportaron el uso de
microondas para reacciones de desacetilacion de 20-acetil-lactonas 62-64, provenientes de
la ruptura oxidativa del doble enlace contenido entre las posiciones 22 y 23 de sus
precursores de tipo 20,23-diacetilfurostenos 59-61 [47]. Es interesante destacar que cuando
la reaccion se efectud con el método de microondas (600W, 8 min) lograron la obtencion de
las lactonas desacetiladas 65-67 sin la presencia del fendmeno de epimerizacion en la
posicion 20, a diferencia del método convencional (Esquema 17). Por este mismo motivo
los autores ensayaron diferentes condiciones de temperatura, tiempo y concentracion, asi
como el tipo de medio de reaccion (dcido, basico) con la finalidad de obtener reacciones
diastereoespecificas estandarizadas, sin embargo, no fue sino hasta la inclusion de la energia
de microondas en su ruta sintética que consiguieron que la estructura desacetilada presentara

la esperada retencion de la configuracion en C-20.
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\//

2208 Z20R O 20R_O
RUC13 NHzNHZ Hzo
NaIO4 (0] MO, 8 min

59-61 62-64 65-67

Esquema 17. Ruta sintética para la obtencion de lactonas.

Otro ejemplo interesante propiciado por el mismo grupo de autores, es el reportado en
2011, en el que emplearon la denominada “sintesis en fase solida asistida por microondas”.
Con este método lograron la obtencion de los derivados esteroidales de isoxazol 72 y 73,
provenientes de las 23-acetilsapogeninas 70 y 71 de la serie 25R y 258, respectivamente,
esto mediante el empleo de pentoxido de fosforo (P2Os) con didxido de silicio (SiO2)

(Esquema 18) [48].

BF3 ) Etzo

Ac,0
10 min

68, 69
AcO

KOH/EtOH 20%

R
R, 20 min

NH,OH-HCl
Dbl

P,04/Si0,
MO HO

Esquema 18. Sintesis de derivados esteroidales con isoxazol a partir de 23-

acetilsapogeninas.
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Es importante notar que varias de las reacciones que fueron mostradas en los ejemplos
anteriores estan dirigidas hacia la modificacion de la cadena lateral de las sapogeninas, donde
pueden notarse diversos grupos funcionales, asi como multiples sitios de funcionalizacién
dependiendo de la estructura, por lo que la obtencion de derivados de cadena abierta es de
gran importancia dentro del area de la quimica sintética. Es por esto que en los ultimos afios
dentro de nuestro grupo de trabajo se ha trabajado en explorar la reactividad de los
compuestos espirostanicos, en particular los 22-oxo-23-espirocetales 75-79 [16] frente a
diferentes condiciones acidas (Esquema 19). Con estos estudios se ha observado que este
tipo de compuestos presentan una tendencia muy marcada en relacion a la formacion de
nuevos esteroides con anillaciones andlogas a otros de origen natural, los cuales son
provenientes de diferentes rearreglos en los anillos E/F, ademas de que poseen una
dependencia notable al tipo de acido (Brensted-Lowry o Lewis) empleado y a la cantidad

utilizada del mismo.

. 0
—
(¢} OAc
(25R)
80
T TiCl,
e 0 N
Y
23X
o
ZnCl,
4 Diosgenina 22-ceto-23-espirostanos
6 Tigogenina 75-79
9 Sarsasapogenina
11 Hecogenina
\_ 74 Botogenina y,

(25R/25S)
80, 83

Esquema 19. Productos derivados del rearreglo de los anillos E/F de los 22-ceto-23-
espirostanos con diferentes acidos.
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Considerando que a la fecha no existen reportes que involucren el uso de microondas para
el estudio minucioso de la apertura de los anillos E y F de las sapogeninas espirostanicas y
sus derivados en medio 4cido, este trabajo abre una nueva vertiente orientada hacia la
obtencion de estructuras quimicas mediante el uso de esta energia alterna, para la cual es
conocido que propicia velocidades de reaccion mayor debido al calentamiento rapido que se

genera dentro del reactor.
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3. HIPOTESIS

La reactividad de los compuestos espirostanicos frente a diferentes condiciones acidas,
permitira la obtencion de esteroides con anillaciones de cinco y seis miembros en la cadena
lateral, conteniendo grupos funcionales de tipo hidroxilo, asi como carbonilos de cetona
aislados y conjugados con dobles enlaces, que mediante otros métodos sintéticos la

obtencién de estos derivados se llevaria a cabo en reacciones de varios pasos.

Ademas, considerando 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, imponiendo determinada preorganizacion conformacional a los
grupos funcionales, se prevé, la obtencion de los nuevos derivados colestanicos de manera

regio- y estereoselectiva.

41



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar la reactividad de la apertura espirocetalica de sapogeninas de la serie 25R

bajo diferentes condiciones acidas en microondas.

4.2. Objetivos particulares

Determinar y optimizar las condiciones de reaccion para llevar a cabo la apertura
espirocetalica de sapogeninas de la serie 25R, con el uso de ZnCl; en el reactor de

microondas.

Evaluar la regio- y estereoselectividad bajo las condiciones acidas, en funcion de los

nuevos productos obtenidos a partir de diferentes sustratos espirostanicos.

Caracterizar estructuralmente los nuevos compuestos mediante métodos

espectroscopicos y analizar su mecanismo de reaccion.
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S. PARTE EXPERIMENTAL

5.1.Instrumentacion y equipo

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrometro Thermo Scientific
Nicolet iS10 usando la técnica de reflectancia total atenuada (ATR) (b, cm™'). Los espectros
de Resonancia Magnética Nuclear de ('H, '*C, DEPT, HSQC, COSY, HMBC y HETCOR)
se determinaron en los espectrofotometros Varian Mercury Plus 400 y Jeol ECA 500. Los
desplazamientos quimicos (d) se expresan en (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) se
describen en Hertz (Hz), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna para 'H
y 13C. Todas las muestras fueron disueltas en CDCls. Los espectros de masa alta resolucion
(HR-MS) fueron adquiridos mediante la técnica DART, con modo de ionizacidon positivo
[M+H]", en un espectrometro de masas JEOL, AccuTOF JMS-TI100LC. Los reactivos se

adquirieron 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 % 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 movil mezclas de hexano-acetato de etilo. El revelado de las cromatoplacas se

realiz6 con una solucion de HoSOqs/agua (30% V/V).

La purificacion de los productos obtenidos se realizo mediante cromatografia en columna,

empacadas con gel de silice grado (70-230 Mesh).

43



5.2. Obtencion del acetato de diosgenina (17)
La obtenciéon del acetato de diosgenina (17) se realizd mediante la metodologia
previamente descrita [49]. La confirmacion del producto se llevd a cabo por comparacion

con los datos de RMN reportados [50].

5.3. Obtencion del acetato de 23-cetodiosgenina (86)
La preparacion del acetato de 23-cetodiosgenina (86) se realizé mediante la metodologia

previamente descrita [17, 49]. La confirmacion del producto se llevé a cabo por comparacion

con los datos de RMN reportados [17, 49].

5.4. Obtencion de los compuestos 87, 88, 89 y 90

El acetato de diosgenina (100 mg, 0.2189 mmol) se disolvié en la cantidad necesaria de
1,2-dicloroetano (1,2-DCE), 2.18 ml, para formar una disoluciéon 0.1 M, y enseguida se
adicion¢ el anhidrido acético (3 equiv.) (0.062 ml, 0.6567 mmol.) y ZnCl; (3 equiv.) (89.4
mg, 0.6567 mmol). Posteriormente la mezcla de reaccion se sometid a condiciones de
calentamiento en el reactor de microondas, a 100 W y 100°C, durante 5 minutos.
Transcurrido ese tiempo, la mezcla de reaccion se llevo a temperatura ambiente y
posteriormente se vertio sobre hielo y se realizo la extraccion con CH>Clz (3 x 30 mL). El
extracto orgédnico se lavd con agua y una solucion saturada de NaHCOs, y se filtrd sobre
Na>SO4 anhidro seguido de evaporacion del disolvente al vacio. La purificacion del crudo
de reaccion se realiz6 a partir de cromatografia en columna empacada con gel de silice y
utilizando como fase movil mezclas preparadas de diferentes polaridades con los disolventes
hexano y acetato de etilo. De la primera purificacion se obtuvieron mezclas de los
compuestos 87-88 y 89-90, utilizando como fase movil Hex/AcOEt (70:30), las cuales

fueron purificadas como se menciona a continuacion.

5.4.1. Purificacion de los compuestos 87 y 88
30.25 mg de la mezcla de productos 87-88 aislados del crudo de la reaccion anterior,

se sometieron a una segunda purificacion en columna empacada con gel de silice, y al
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emplear una fase movil Hex/AcOEt (95:5), se aislaron los compuestos 87 y 88 en

rendimientos del 19.55% y 6.26% respectivamente.

5.4.1.1. 20(5)25(R)-3p-16p-diacetoxi-26-cloro-colest-5-en-22-ona
(87)

cl C31H47CIOs

Rf:0.71 (8:2 Hexano/AcOEt)
Cristales incoloros

IR vmax cm™' (ATR): 3438, 2970, 2934, 2153, 1723 (C=0), 1707 (C=0), 1460, 1357,
1241 (C-0), 1038, 959, 901, 855, 797, 734, 685.

HR-MS (DART) m/z [M+H]" calculado para C3HsgClOs: 535.31903, encontrada
535.31903.

'"H-RMN (500 MHz, CDCls) &6: 5.33 (1H, m, H-6), 4.95 (1H, m, H-16), 4.56 (1H, m, H-
3) 3.43 ppm (1H, dd, Jeen=10.7, J25-26a = 5.1 Hz, H-264), 3.38 ppm (1H, dd, Jeem = 10.8, J>5.
260= 5.9 Hz, H-26b), 2.92 (1H, m, H-20), 2.56 (1H, ddd, J234-23» = 17.7, J234-24= 9.7, 5.9 Hz),
2.38 (1H, t, H-15), 2.35 — 2.28 (3H, m, H-4a, H-4b, H-23b), 2.03 (3H,s, CH3-COO-3), 1.93
(3H,s, CH3-COO-16)), 1.11 (3H, d, Me-21), 0.99 (3H, s, Me-19), 0.97 (3H, d, Me-27), 0.83
(3H, s, Me-18) ppm.

BBC-RMN (125 MHz, CDCl;) 6: 212.64 (C=0), 170.59 (CH3-COO-3), 169.83 (CHs-
COO0-16), 139.68 (C-5), 122.34 (C-6), 75.77 (C-16), 73.88 (C-3), 55.07 (C-17), 53.97 (C-
14), 50.88 (C-26), 49.81 (C-9), 43.61 (C-20), 41.94 (C-13), 39.67 (C-12), 38.29 (C-23),
38.10 (C-4), 36.94 (C-1), 36.62 (C-10), 35.00 (C-25), 34.91 (C-15), 31.66 (C-7), 31.32 (C-
8), 27.77 (C-2), 27.59 (C-24), 21.51 (CH3-CO0-3), 21.24 (CH3-CO0-16), 20.77 (C-11),
19.36 (C-19), 17.60 (C-27), 16.84 (C-21), 13.30 (C-18).
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5.4.1.2. 20(S5)25(R)-3p-16a-diacetoxi-26-cloro-colest-5-en-22-ona
(88)

C31H47Cl1Os
Rf: 0.68 (8:2 Hexano/AcOEt)
Cristales incoloros

IR vmax cm” (ATR): 3626, 3530, 3464, 2919, 2477, 2141, 1730 (C=0), 1460, 1374, 1240
(C-0), 1028, 955, 899, 841.

HR-MS (DART) m/z [M+H]" calculado para C3HasClOs: 535.31903, encontrada
535.31677.

'H-RMN (500 MHz, CDCls) 8: 5.33 (1H, m, H-6), 5.15 (1H, m, H-16), 4.56 (1H, m, H-
3) 3.47 ppm (1H, dd, Jeem= 10.8, J2s.260 = 5.2 Hz, H-26a), 3.43 ppm (1H, dd, Jeem = 10.8, Jos.
260 = 5.9 Hz, H-26b), 2.87 (1H, m, H-20), 2.60 (1H, m, H-23), 2.46 (1H, m, H23), 2.40 (1H,
m, H-15), 2.28 (2H, m, H-4), 2.02 (3H, s, CH3-C0O0-3), 2.00 (3H, s, CH3-COO-16)), 1.01
(3H, d, Me-27), 0.99 (3H, d, Me-21), 0.98 (3H, s, Me-19), 0.85 (3H, s, Me-18) ppm.

I3C-RMN (125 MHz, CDCl3) &: 213.68 (C=0), 170.62 (CH3-CO0-3), 170.55 (CHs-
COO0-16), 139.81 (C-5), 122.22 (C-6), 75.28 (C-16), 73.88 (C-3), 56.45 (C-17), 54.33 (C-
14), 50.79 (C-26), 49.87 (C-9), 42.92 (C-20), 42.17 (C-13), 39.23 (C-23), 38.71 (C-12),
38.12 (C-4), 36.94 (C-1), 36.61 (C-10), 35.10 (C-15), 34.90 (C-25), 31.59 (C-7), 31.45 (C-
8), 27.76 (C-2), 27.49 (C-24), 21.51 (CH3-COO-16), 21.35 (CH:-COO-3), 20.67 (C-11),
19.34 (C-19), 17.78 (C-27), 16.76 (C-21), 13.46 (C-18).

5.4.2. Purificacion de los compuestos 89 y 90
69.1 mg de la mezcla de productos 89-90 aislados del crudo de la reaccion anterior, se
sometieron a una segunda purificacién en columna empacada con gel de silice, y en una fase
moévil Hex/AcOEt (95:5), se obtuvo como producto minoritario el compuesto 89 (6.2 mg),

mientras que el cambio de polaridad a una fase movil Hex/AcOEt (8:2), permitio obtener
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como producto mayoritario (42.6 mg) el compuesto 90. Los mg restantes se

cuantificaron en la mezcla de los productos 89-90.

5.4.2.1. 20(R),25(8)-3p,16f4-diacetoxi-23-acetil-22,26-epoxicolest-5,
22-dieno (89)

C33H450g6
Rf: 0.57 (8:2 Hexano/AcOEt)
Cristales incoloros

HR-MS (DART) m/z [M+H]" calculado para Cs3HsoOs: 541.35291, encontrada
541.35458.

"H-RMN (400 MHz, CDCI3) &: 5.35 (1H, m, H-6), 5.15 (1H, m, H-16), 4.60 (1H, m, H-
3),4.06 (1H, m, H-26a), 4.02 ppm (1H, m, H-20), 3.43 ppm (1H, t, J= 9.9 Hz, H-26b), 2.30
(2H, d, H-4), 2.25 (3H, s, CH3-C0O-23), 2.07 (3H, s, Ac), 2.03 (3H, s, Ac), 1.03-0.96 (9H, m,
Me-19, Me-21, Me-27), 0.78 (3H, s, Me-18) ppm.

13C-RMN (100 MHz, CDCls) &: 199.20 (C-28), 170.80 (CHz-COO-), 170.47 (CHs-
COO0-), 169.04 (C-22), 139.71 (C-5), 122.31 (C-6), 108.68 (C-23), 75.44 (C-3), 73.87 (C-
16), 71.39 (C-26), 55.83 (C-17), 54.39 (C-14), 50.11 (C-9), 42.45 (C-13), 38.30 (C-12),
38.10 (C-4), 37.01 (C-1), 36.59 (C-10), 35.03 (C-15), 31.62 (C-20), 31.45 (C-24), 29.86 (C-
29), 29.69 (CHa), 27.79 (C-2), 26.08 (C-25), 21.37 (CH3-CO0-), 21.33 (CH3-COO-), 20.80
(C-11), 19.28 (C-19), 17.87 (C-21), 17.04 (C-27), 13.13 (C-18).
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5.4.2.2. 20(5),25(R)-3p,26-diacetoxi-23-acetil-furosta-5,22(23)dieno
(90)

C33H480¢
Rf: 0.51 (8:2 Hexano/AcOEt)
Laca incolora

IR vmax cm™ (ATR): 3635, 3457,2934,2901, 2148, 1734 (C=0), 1663, 1570, 1460, 1362,
1236 (C-0), 1107, 1033, 956, 901, 816, 734.

HR-MS (DART) m/z [M+H]" calculado para C33Hs9Os: 541.35291, encontrada
541.35194.

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) §: 5.36 (1H, m, H-6), 4.96 (1H, m, H-16), 4.59 (1H, m, H-
3),3.92 (1H, dd, J = 11.0, 6.4 Hz, H-26a), 3.87 ppm (1H, dd, J = 11.4, 6.1 Hz, H-26), 3.72
ppm (1H, q, H-20), 2.21 (3H, s, CH3-CO-23), 2.05 (3H, s, CH3-COO0-16), 2.03 (3H, s, CH;-
C00-3), 1.17 (3H, d, Me-21), 1.01 (3H, s, Me-19), 0.95 (3H, d, Me-27) 0.59 (3H, s, Me-18)
ppm.

13C-RMN (100 MHz, CDCls) &: 198.54 (C=0), 178.92 (C-22), 171.18 (CH3-CO0-26),
170.50 (CH3-COO0-3), 139.83 (C-5), 121.95 (C-6), 107.49 (C-23), 86.03 (C-16), 73.74 (C-
3), 68.81 (C-26), 62.27 (C-17), 55.39 (C-14), 50.00 (C-9), 41.30 (C-13), 38.06 (C-20), 38.03
(C-4),38.01 (C-12), 36.89 (C-1), 36.63 (C-10), 33.55 (C-15), 33.23 (C-8), 31.86 (C-7), 31.27
(C-24), 31.17 (C-25), 29.11 (C-23"), 27.65 (C-2), 21.36 (CH3-COO-16), 20.93 (CH3-COO-
3),20.30 (C-11), 19.77 (C-21), 19.27 (C-19), 17.21 (C-27), 13.11 (C-18).

5.5. Obtencion del compuesto 12

El acetato de diosgenina (17) (100 mg, 0.2189 mmol) se disolvid en la cantidad necesaria
de tetrahidrofurano (THF) anhidro, (2.18 ml) para formar una disolucion 0.1 M, y enseguida
se adicion6 el anhidrido acético (3 equiv.) (0.062 ml, 0.6567 mmol.) y ZnCl> (3 equiv.) (89.4
mg, 0.6567 mmol), en atmosfera inerte. Posteriormente la mezcla de reaccion se sometid a

condiciones de calentamiento en el reactor de microondas, a 100 W y 200°C, durante 1h.
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Transcurrido ese tiempo, la mezcla de reaccion se llevd a temperatura ambiente y
posteriormente se vertio sobre hielo y se realizé la extraccion con CH2Cl> (3 x 30 mL). El
extracto orgéanico se lavd con agua y una solucion saturada de NaHCO3, y se filtrd sobre
NaxSO4 anhidro seguido de evaporacion del disolvente al vacio. La purificacion del crudo
de reaccion se realizo en una columna cromatografica empacada con gel de silice, utilizando
como fase movil Hex/AcOEt (9:1), lo que permitié obtener (65.3 mg, 61%) del compuesto
20(S),25(R)-3p,26-diacetoxi-furosta-5,20(22)dieno (12).

5.5.1. 20(8),25(R)-3p,26-diacetoxi-furosta-5,20(22)dieno (12).

o)
= \Xo( C31H460s5
o Rf: 0.73 (9:1 Hexano/AcOEt)
0 Laca incolora
)J\ 12
o)

IR vmax cm™ (ATR): 3512, 2932, 2852, 2477, 2140, 1740 (C=0), 1450, 1369, 1237 (C-
0), 1118, 1032, 905, 729.

HR-MS (DART) m/z [M+H]" calculado para C3iHs7Os: 499.34235, encontrada
499.34342.

'H-RMN (400 MHz, CDCls) 8: 5.37 (1H, m, H-6), 4.75 (1H, m, H-16), 4.61 (1H, m, H-
3),3.94 (1H, dd, J = 10.7, 5.9 Hz, H-26a), 3.88 (1H, dd, J= 10.7, 6.7 Hz, H-26b), 2.48 (1H,
d,J=10.1 Hz, H-17), 2.05 (3H, s, Ac), 2.03 (3H, s, Ac), 1.59 (3H, s, Me-21), 1.04 (3H, s,
Me-19), 0.94 (3H, d, J = 6.7 Hz, Me-27), 0.69 (3H, s, Me-18).

13C-RMN (100 MHz, CDCL3) &: 171.15 (C=0), 170.45 (C=0), 151.52 (C-22), 139.76
(C-5), 122.30 (C-6), 103.76 (C-20), 84.32 (C-16), 73.88 (C-3), 69.32 (C-26), 64.26 (C-17),
55.00 (C-14), 50.06 (C-9), 43.27 (C-13), 39.52 (C-1), 38.12 (C-4), 37.03 (C-12), 36.73 (C-
10), 34.13 (C-15), 32.18 (C-8), 32.18 (C-7), 31.26 (C-25), 30.82 (C-24), 27.77 (C-2), 23.23
(C-11), 21.35 (CH3-COO-), 20.98 (CH3-COO-), 20.90 (C-23), 19.31 (C-19), 16.70 (C-27),
13.91 (C-18), 11.58 (C-21).
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5.6.Obtencion del compuesto 80

El acetato de 23-cetodiosgenina (86) (50 mg, 0.1094 mmol) se disolvié en la cantidad
necesaria de 1,2-DCE para formar una disolucion 0.1 M, en este caso 1.09 ml, enseguida se
adiciono el anhidrido acético (3 equiv.) (0.031 ml, 0.3282 mmol.) y ZnCl» (3 equiv.) (44.7
mg, 0.3282 mmol). Posteriormente la mezcla de reaccion se sometido a condiciones de
calentamiento en el reactor de microondas, a 100 W y 100°C, durante 10 min. Transcurrido
ese tiempo, la mezcla de reaccion se llevo a temperatura ambiente y posteriormente se vertio
sobre hielo y se realizé la extraccion con CH2Clz (3 x 30 mL). El extracto organico se lavo
con agua y una solucion saturada de NaHCOs, y se filtro sobre Na2SO4 anhidro seguido de
evaporacion del disolvente al vacio. La purificacion del crudo de reaccion realizé a partir de
cromatografia en columna empacada con gel de silice y utilizando como fase movil
Hex/AcOEt (9:1), para obtener (17.3 mg, 31%) del compuesto 23(Z),25(R)-3/,26-
diacetoxi-16p,23-epoxi-colestan-5,23-en-22-ona (80).

5.6.1. 23(Z),25(R)-3p,26-diacetoxi-164,23-epoxi-colestan-5,23-en-22-ona
(80)

C31H440¢

o Laca incolora
O/< Rf: 0.44 (7:3 Hexano/AcOEY)

IR vmax cm™ (ATR) [49]: 2970, 2939, 2903, 2850, 1731 (C=0), 1643 (C=0), 1454, 1374,
1236, 1137, 1033, 907, 753.

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 5.60 (1H, d, J24259.3 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 Jaga25= 6.3 Hz, H-26a), 3.94
(1H, dd, Jeem =10.6 Hz Jaga25= 6.6 Hz, H-26b), 2.97 (1H, m, H-25), 2.72 (1H, m, H-20), 2.04
(6H, s, 3,26"-OCOCHS3), 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).

I3C.RMN (100 MHz, CDCls) & [50]: 201.2 (C-22), 172.1 (26-OCOCH3), 171.6 (3-
OCOCH:), 152.3 (C-23), 140.6 (C-5), 122.8 (C-6), 117.1 (C-24), 79.7 (C-16), 74.2 (C-3),
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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"-OCOCH3), 20.9 (C-11), 19.4 (C-19), 16.9 (C-27), 14.9 (C-18), 13.5
(C-21).
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

En nuestro grupo de investigacion se ha demostrado que la regio- y estereoselectividad
de la apertura de los anillos E y F de los 22-ceto-23-espirocetales varia considerablemente
hacia la formacién de diversos compuestos con el uso de diferentes acidos o incluso del
mismo [16], ademads de otros factores como son, tiempo, extraccion del crudo de reaccion, e
incluso escala de manipulacion. Con estos antecedentes, se decidio explorar las reacciones
de apertura para los dos derivados de diosgenina 17 y 86, utilizando ZnCl, como écido de
Lewis, esto bajo la influencia del reactor de microondas; de esta forma el analisis de los
resultados permitio identificar, diferentes rearreglos en los anillos E y F, los cuales se

describen a continuacion.

Al inicio se llevaron a cabo diferentes ensayos con pequefias cantidades, tanto del acido
de Lewis como del anhidrido acético, esto considerando reportes en los que mencionan una
mejor selectividad en reacciones de apertura que involucran un menor nimero de
equivalentes del acido [34]. Por otra parte, la seleccion del 4cido de Lewis se realizo
considerando la mayor facilidad al momento de trabajar experimentalmente el ZnCl;, en
comparacion con TiCls o BF3-Et2O, esto aunado al hecho de que estos dos tltimos tienden
a generar varios subproductos de descomposicidon ya que se trata de acidos mas fuertes, en
comparacion con el ZnCl; [34], y considerando también el factor variable de la temperatura
a la cual se tuvieron que someter las mezclas de reaccion dentro del reactor de microondas,
lo cual también podria causar descomposicion del crudo de reaccidn si no se trabaja con los

parametros adecuados.

Una vez considerado lo anterior para el estudio de las reacciones de apertura en
microondas, se comenz6 con la preparacion de las materias primas. Para esto el acetato de
diosgenina 17 se obtuvo en un 81% a partir de la reaccidon de acetolisis de la diosgenina 4,
mientras que el acetato de 23-cetodiosgenina 86 se preparé mediante la oxidacion de Barton

a partir de 17 en un rendimiento de 31.5% [49] (Esquema 20).

Las materias primas se purificaron mediante columna cromatografica empacada con gel

de silice a partir de los crudos de reaccion correspondientes; para obtener 17 se utilizo una
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fase movil Hex/AcOEt (9:1) y para la obtencion de 86 se utilizd la fase movil Hex/AcOEt
(93:7). Posteriormente los compuestos 17 y 86 fueron analizados por RMN para confirmar
su estructura, asi como su pureza, y proceder con los ensayos apertura correspondientes. Para
la identificacion estructural de ambos compuestos, se realizd la comparacion de los datos

espectroscopicos obtenidos con los reportados [49, 50].

Ac,O N
piridina/CH,Cl,

HO AcO NaNO, | CH,COOH

4 17 BF;Et,0|2h

AcO

86

Esquema 20. Ruta sintética para la obtencion de las materias primas 17 y 86.

A manera de ejemplo, en la figura 5 se muestra el espectro de 'H-RMN del compuesto
17, en el cual se observa una sefial multiple correspondiente al hidrogeno vinilico H-6 en
5.36 ppm, asi como una sefial multiple en 4.59 ppm correspondiente al hidrogeno H-3;
también en 4.40 ppm aproximadamente, se observa una sefial cuadruple, la cual corresponde
a H-16; en 3.46 ppm se encuentra la sefial de H-26 ecuatorial y en 3.36 ppm la sefial asociada
a H-26 axial. La sefial presente en 2.03 ppm es indicativa de que el compuesto se acetilo y
en la region alifatica del espectro se identifican los cuatro grupos metilo presentes en la

estructura espirostanica.
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Me-18

CH 3-COO-3
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Figura 5. Espectro de "TH-RMN (400 MHz) del compuesto 17 en CDCls.

Por otra parte, en la figura 6 se muestra el espectro de 'H-RMN para 86, donde se destaca
en 5.37 ppm la sefial correspondiente al H-6 vinilico, asi como la sefial multiple entre 4.64
ppm y 4.54 ppm que se asigna a H-3 y H-16. También se observa en 3.78 ppm la sefal del
H-26 axial mientras que la sefal que se encuentra entre 3.56 ppm y 3.62 ppm, corresponde
a H-26 ecuatorial, lo cual confirma la presencia del anillo F. La sefal presente en 2.03 ppm
es caracteristica del grupo acetato en la posicion 3 de la estructura y en la region alifatica del

espectro también se observan las sefiales que corresponden a los metilos 18, 19, 21 y 27.

-COO-3
Me-21

Me-27
Me-18

Me-19

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
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06
f1 (ppm)

Figura 6. Espectro de 'H-RMN (400 MHz) del compuesto 86 en CDCls.
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6.1. Apertura del acetato de diosgenina con ZnCl: en microondas

Una vez confirmada la obtencion del compuesto 17, éste se llevd a condiciones de
apertura acida bajo la influencia de la energia de microondas en un reactor “Discovery” (2.45

GHz) marca CEM, de acuerdo al esquema 21.

En la busqueda para encontrar las condiciones de reaccion de la apertura de 17, se llevaron
a cabo multiples ensayos, para lo cual se comenzo6 con la variacién de la temperatura y
posteriormente con el tiempo de reaccion; el seguimiento de las reacciones se llevd a cabo
mediante cromatografia en capa fina (CCF), empleando un sistema Hex/AcOEt (8:2) como
fase movil, encontrando que al utilizar una temperatura de 100°C durante 10 minutos, se
genera la formacion de cuatro compuestos (87-90), con Rf distinto al de la materia prima 17

(Figura 7).

chlz, ACzo
1,2-DCE
MO

AcO

17

Esquema 21. Apertura acida para el acetato de diosgenina (17) empleando microondas.
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3.2cm

Figura 7. CCF del crudo de reaccion para 87-90, realizada en una fase movil Hex/AcOEt

(7:3): Rf(87) = 0.71, Rf(88) = 0.68, Rf(89) = 0.57, Rf (90) = 0.51.

A continuacion, en las tablas 1 y 2 se resumen algunas observaciones que surgen de
los ensayos realizados para la determinacion de los parametros optimos de temperatura y
tiempo de reaccidn, en la buisqueda por estandarizar las condiciones de apertura en presencia

de microondas.

Tabla 1. Ensayos de temperatura para la obtencion de 87-90 empleando microondas, con 100 W y

5 minutos de reaccion para cada prueba.

Ensayo | Temperatura del microondas Observaciones
1 40°C Materia prima en CCF.
2 50°C Materia prima, comienza a observarse la formacion

de dos productos con diferente Rf en baja

concentracion.

3 60°C Se observa la formacion adicional de otros dos

productos, aun con presencia de materia prima.

4 70°C Se observa la materia prima y por CCF la

concentracion de los cuatro productos no cambia.

5 80°C No hay cambio significativo en el crudo de reaccion.

6 90°C Se observa la materia prima en menor concentracion
y la concentracion de los cuatro compuestos se

incrementa.
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7 100°C Consumo casi total de la materia prima y observacion

de cuatro productos por CCF.

Tabla 2. Ensayos de tiempo de reaccion para la obtencion de 87-90 empleando microondas con

100 W y 100°C.

Ensayo | Tiempo de reaccion Observaciones
1 5 min Formacioén de cuatro compuestos con trazas de impurezas.
2 10 min No hay cambio por TLC.
3 15 min No hay cambio por TLC.
4 20 min No hay cambio por TLC.
5 25 min Sin cambio y sin descomposicion del crudo de reaccion.

Debido a que después de 5 minutos de reaccion no se veia cambio aparente por CCF en
la tabla 2 (Ensayo 1 y 2), se decidi6 llevar a cabo un ensayo adicional, que consistié en
realizar la apertura de 17 en tiempos de 5 y 10 minutos. Posteriormente los crudos de ambas
reacciones se purificaron y se determin6 la cantidad en miligramos obtenidos por cada
mezcla de compuestos 87/88, 89/90. Si bien por CCF no hubo cambio significativo, después
de la purificacion por cromatografia en columna se observo un ligero incremento en términos

de consumo de materia prima hacia la formacion de productos (Tabla 3, ensayos 1 y 2).

Tabla 3. Comparacion entre la cantidad de las mezclas de los compuestos 87-88 y 89-90 a

diferentes tiempos de reaccion.

Ensayo Tiempo en MO 87-88 89-90
1 5 min 24.15 mg 60.35 mg
2 10 min 30.25 mg 69.1 mg

De los resultados de la tabla 1-3, se decidi6 emplear las condiciones de apertura de 17 a
100°C y 10 minutos (Esquema 22). Por otra parte, una vez encontradas las condiciones de
reaccion, se procedid a realizar la purificacion del crudo de reaccion mediante cromatografia
de columna en gel de silice, sin embargo, dado que los factores de retencion de los

compuestos 87/88, 89/90 son muy cercanos, se decidié separar en un inicio dos fracciones
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en mezclas para cada par de compuestos; posteriormente se realizaron subsecuentes
purificaciones con la finalidad de tener los cuatro compuestos en su forma pura. El analisis
de los datos espectroscOpicos para la asignacion estructural de los compuestos 87-90 se

describe a detalle en el siguiente apartado.

ZnCl,, Ac,O
1,2-DCE
MO
100 W, 100°C, 10 min

AcO

17

Esquema 22. Condiciones de apertura en microondas para el compuesto 17.

Ya que en las condiciones de reaccion antes mencionadas se observo la formacion de
cuatro compuestos, en nuestro interés por determinar si se promueve la formacion regio- y
estereoselectiva de alguno de estos, se decidid cambiar el disolvente por THF en la
metodologia anterior. Para esta eleccion se tomd en consideracion la menor conversion de
la energia electromagnética de las microondas en energia térmica para el caso del THF,
indicado por su factor de pérdida dieléctrica (tan 6=0.047), en comparacion con la tan & > 1
del 1,2-DCE [51]. Al emplear el disolvente con menor tan 6 (THF), se genera un
calentamiento mas lento de la mezcla de reaccion, por lo tanto, se esperaria contar con un
proceso mas controlado durante la reaccion, sin embargo, después del analisis del crudo de
reaccion por RMN y CCF (Figura 8) se encontrdé que al utilizar THF como disolvente,
unicamente se observaba la formacion de un compuesto y con los datos de RMN se
determind que la estructura del producto obtenido (12) era diferente a los identificados

anteriormente (87/88, 89/90), bajo las condiciones del esquema 22.
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3Zem

Figura 8. CCF del crudo de reaccion para 12, realizada en una fase movil Hex/AcOEt

(9:1): Rf (12) = 0.73.

Como consecuencia del resultado anterior, y en la busqueda por el consumo total de la
materia prima 17, se procedi6 a realizar diferentes ensayos; estos se indican en las tablas 4
y 5. Con los datos observados en la tabla 5 (ensayo 3), se decidié finalmente llevar a cabo
esta apertura como se indica en el siguiente esquema, encontrando que, al utilizar 100 W, a
200°C durante 1 hora, se observa por CCF que el producto formado 12 se encuentra en mayor
concentracion, ain con la presencia de la materia de partida. De esta manera se obtiene la

pseudodiosgenina diacetilada 12 en un rendimiento de 61% (Esquema 23).

20
ZnCl,, Ac,O == WO(
THF  _ o)
MO o)
AcO 100W,200°C, 1h M
17 12

Esquema 23. Obtencién del derivado 12 a partir del acetato de diosgenina (17).
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Tabla 4. Ensayos de temperatura para la obtencién de 12 en microondas, con 100 W y 30 minutos

de reaccion para cada prueba.

Ensayo | Temperatura del microondas Observaciones
1 100°C Materia prima en CCF.
2 150°C Materia prima, se observa la formacion de un

producto con diferente Rf en concentracion

moderada.

3 200°C Aumenta la concentracion del producto formado 12,

atn con presencia de la materia prima.

Tabla 5. Ensayos de tiempo de reaccion para la obtencion de 12 en microondas con 100 W'y

200°C.

Ensayo Tiempo de reaccién Observaciones

1 20 min Formacion del compuesto 12, con la presencia de

materia prima en menor concentracion relativa.

2 40 min Sin cambio observable por CCF.

3 60 min Formacion del compuesto 12 en mayor

concentracion, materia prima aun observable.

4 80 min Se observa mayor variedad de compuestos en la

CCF, ademas de 12.

La identificacion de la estructura de 12, también se confirmé por comparacion con los

datos espectroscopicos reportados para este compuesto y estos coinciden.

A continuacién, se menciona la caracterizaciéon estructural de los compuestos

identificados en estas reacciones de apertura en microondas.
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6.1.1. Analisis y caracterizacion estructural de los compuestos 87-90

Derivado del analisis de los espectros de RMN en 1D y 2D, se observod que las estructuras
de los compuestos 87 y 88, son de cadena lateral abierta con grupos acetilo en la posicion 3
y 16, sin embargo, a diferencia de la mayoria de los reportes en los que el metileno 26 forma
parte de un carbono base de oxigeno, apareciendo entre 66 ppm y 68 ppm [26, 34], para estos
derivados, la resonancia confirmo6 que la sefial de C-26 se localizaba a menor frecuencia y
del analisis comparativo de los espectros de RMN, se propuso que ambos eran epiméricos y

sustituidos con un atomo de cloro en C-26.

A continuacion, en la figura 9, se presentan los espectros de 'H-RMN y de '*C-RMN

correspondientes al compuesto colestanico 87.

En el espectro de 'TH-RMN se observa la sefial correspondiente al hidrogeno vinilico H-6
situada en 5.37 ppm, mientras que en 4.99 ppm una sefial correspondiente a un hidrégeno
base de oxigeno, asignada para H-16; ademas en 4.60 ppm se encuentra la sefial indicativa
del H-3 base de acetato. A su vez, en 3.43 ppm se encuentra la sefial que indica la presencia
de los hidrogenos diastereotopicos H-26, la cual confirma que la ruptura del sistema
espirocetalico se dio a través de apertura del anillo F, generando asi una cadena lateral
abierta. También se destacan las sefales simples que se encuentran presentes en 2.03 ppm y
1.96 ppm, que confirman la presencia de dos grupos acetato, indicando la formacion de un
esteroide colestanico diacetilado, y a su vez, las sefiales simples que pertenecen a los metilos
18 y 19 se localizaron en 0.83 ppm y 0.99 ppm respectivamente, mientras que las dos sefiales

dobles para los metilos secundarios 21 y 27 aparecen en 1.11 ppm y 0.97 ppm.

Por otra parte, en el espectro de '*C-RMN de 87, se observa una sefial en 212.64 ppm,
que indica la presencia de un grupo carbonilo asignado a C-22 mediante el experimento
HMBC, ademas las sefiales en 170.59 ppm y 169.83 ppm confirman la presencia de dos
grupos acetato, estas se asignaron a C-3 y C-16 respectivamente. Por otra parte, en 139.68
ppmy 122.34 ppm se encuentran las sefiales del doble enlace presente en C-5 y C-6, mientras
que en 75.77 ppmy 73.88 aparecen las sefiales correspondientes a carbonos base de oxigeno
de los grupos acetato en las posiciones 3 y 16. Las sefiales para C-19, C-27, C-21 y C-18 se
encuentran en 19.36 ppm, 17.60 ppm, 16.84 ppm y 13.30 ppm, respectivamente.
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H-6 H-26 H-15\-4

H-16 113 H20 5o
J\ A A M

4 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08
f1 (ppm)
-6 C-16 C-14 C-26 C-19
C-18
C-5
CH3-COO0O-3 C-3
Cc=0 CH3-COO-16
“» 1N UL

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

Figura 9. Espectros de "TH-RMN (500 MHz) y *C-RMN (125 MHz) del compuesto 87 en
CDCls.

Adicionalmente, del analisis de los experimentos DEPT 90 y 135 para 87 (Figura 10), se
encontro la siguiente informacion: 9 sefiales correspondientes a CH observadas en el
experimento DEPT 90, mientras que el espectro DEPT 135 mostré 6 sefiales que
corresponden a los CHs, y ademas se encontraron 11 sefiales asignadas a grupos CHa, para
dar un total de 32 sefiales de las 31 esperadas, esto incluyendo también las 6 sefiales para los
carbonos cuaternarios que fueron asignadas en el espectro de '*C por diferencia con los

espectros DEPT.
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Figura 10. Espectro DEPT (100 MHz) del compuesto 87 en CDCls.

En la figura 11 se muestra el espectro COSY de 87, el cual muestra las correlaciones
homonucleares de H-16 en 4.95 ppm con los hidrégenos diasterotopicos H-15 y H-15"en
2.38 ppm y 1.00 ppm, ademas mostr6 también correlacion con H-17 en 1.88 ppm. Los dos
H-26 en 3.43 ppm correlacionaron con H-25 en 1.78 ppm; el H-24 en 1.41 ppm correlacion6

con H-25 en 1.78 ppm.
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Figura 11. Espectro COSY del compuesto 87 en CDCl;.

El experimento HSQC (Figura 12) muestra las siguientes correlaciones heteronucleares:
C-16 en 75.77 ppm con el H-16 en 4.95 ppm, C-3 en 73.88 ppm con H-3 en 4.56 ppm y C-
26 en 50.88 ppm con la senal multiple en 3.43 ppm que integra para dos protones, también
se observo la correlacion de C-24 en 27.59 ppm con los protones H-24 en 1.70 y 1.41 ppm.
Los carbonos C-18 en 13.30 ppm y C-19 en 19.36 ppm mostraron correlacion con CH3z-19
en 0.99 ppm y CH3-18 en 0.83 ppm, asi como C-21 en 16.84 ppm y C-27 en 17.60 ppm con
el CH3-21 en 1.11 ppm, y CH3-27 en 0.97 ppm, asi mismo el resto de las sefales se asignaron

siguiendo esta secuencia.
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Figura 12. Espectro HSQC del compuesto 87 en CDCls,

Por otra parte, el experimento HMBC mostrado en la figura siguiente fue de gran utilidad
al momento de asignar inequivocamente los carbonos cuaternarios de la estructura, por lo
cual, se destacan algunas correlaciones a larga distancia: El carbono C-22 en 212.64 ppm
presento correlacion a 3 enlaces de distancia con H-24 en 1.70 ppm y 1.40 ppm, y a su vez,
con los dos H-23, H-20 y CH3-21, en 2.56 y 2.28,2.92, y 1.11, respectivamente. Ademas, el
CH3-27 en 17.60 ppm, C-25 en 35.00 ppm y C-24 en 27.59 ppm, mostraron su correlacion
con los H-26 en 3.43 ppm. Por otra parte, para los carbonos cuaternarios CH3-COO-16 en
169.83 ppm y CH3-COO-3 en 170.59 ppm, se observd su correlacion a tres enlaces con H-
16 localizado en 4.95 ppm y con H-3 en 4.56 ppm. Las sefiales para el resto de los carbonos,

también se pudieron asignar mediante el analisis de este experimento.
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La estructura de 87 también se confirmé mediante el analisis por masa de alta

resolucion (Ver anexo). Este mostro el ion molecular correspondiente [M+H]" de 535.31903.

Cabe resaltar en este punto que la reaccion fue estereoselectiva hacia la formacion del

epimero 3 en 16 (87), por lo que se sugiere, un mecanismo parecido al reportado por Hilario-

Martinez y colaboradores en el afo 2016, para la obtencion de 22-oxocolestanos, que

involucra un ataque nucleofilico regioselectivo en C-26 (Esquema 24) [24]. Esta explicacion

ademas presenta concordancia con el hecho de que el epimero 3 se obtiene en mayor

rendimiento que el epimero .
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Esquema 24. Mecanismo propuesto para la obtencion de 87.

En relacion al compuesto 88 se anexan los espectros de 'H-RMN y *C-RMN en la

figura 14.

En 5.34 ppm se observa la sefal del hidrégeno vinilico H-6, en 5.16 ppm la sefhal que
corresponde a un hidrégeno base de oxigeno que se asigna para H-16 mediante los
experimentos de 2D, y localizada en 4.57 ppm se encuentra la sefial correspondiente al H-3
base de acetato. En 3.45 ppm se encuentra la sefial de los hidrogenos diastereotopicos H-26
confirmando la apertura del anillo F de la cadena terminal. Las sefiales simples en 2.03 ppm
y 2.01 ppm corresponden a los grupos acetato CH3-COO-16 y CH3-COO-3 respectivamente,

indicando la formacidn de un esteroide con estructura colestanica.

Asimismo, mediante el analisis del espectro de *C-RMN de 88 se obtuvo la siguiente
informacion: en 213.67 ppm la sefial que corresponde a un grupo carbonilo, en 170.61 ppm
y 170.55 ppm las sefiales de los carbonilos de dos grupos acetato, mientras que los
desplazamientos en 139.81 ppm y 122.21 ppm se asignaron al doble enlace de los carbonos
5 y 6 de la estructura. Ademas, en 75.28 ppm y 73.88 ppm aparecen sefiales que
corresponden a C-16 y C-3, lo cual fue confirmado mediante el experimento HSQC. Con
esta informacion se concluye que se trata de un compuesto diacetilado en las posiciones 3 y
16. El resto de las sefiales presentes en el espectro de '*C-RMN fueron comparadas con los
datos espectroscopicos de la materia prima [50] y con los datos obtenidos de los espectros

de RMN-2D, como se describe en las siguientes figuras.
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Figura 14. Espectros de 'H-RMN (500 MHz) y *C-RMN (125 MHz) del compuesto
88 en CDCl;.

A partir del andlisis de los experimentos DEPT 90 y 135 se pudo establecer la
multiplicidad para cada uno de los carbonos. De esta manera el experimento DEPT 90
mostrd 9 sefiales correspondientes a CH, el DEPT 135, 6 sefales adicionales que
corresponden a los CHs, y 11 sefales que corresponden a CH; para dar un total de 32 sefales
de las 31 esperadas, considerando también las 6 sefales asignadas a los carbonos

cuaternarios encontradas en el espectro de '*C por diferencia con los espectros DEPT.
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Figura 15. Espectro DEPT (100 MHz) del compuesto 88 en CDCls.

En la figura 16 se muestra el espectro COSY de 88, que muestra las correlaciones
homonucleares del H-16 en 5.16 ppm con los hidrogenos diasterotdpicos H-15 y H-15"en
2.43 ppmy en 1.09 ppm, también mostrd correlacion con H-17 en 1.80 ppm. Los dos H-26
en 3.45 ppm correlacionaron con el H-25 en 1.84 ppm; ademds se observaron las
correlaciones del H-20 situado en 2.87 ppm con CH3-21 en 0.99, y de H-3 asignado a la
sefial en 4.57 ppm con H-4 en 2.29 ppm.
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Figura 16. Espectro COSY del compuesto 88 en CDCls.

El experimento HSQC (Figura 17) muestra las siguientes correlaciones heteronucleares:
C-16 en 75.28 ppm con el H-16 en 5.16 ppm, C-3 en 73.88 ppm con H-3 en 4.56 ppm y C-
26 en 50.79 ppm con la sefial multiple en 3.45 ppm que integra para dos protones
correspondiente a H-26; también se observo la correlacion de C-24 en 27.49 ppm con los
protones H-24 en 1.73 y 1.47 ppm. Los carbonos C-18 en 13.46 ppm y C-19 en 19.34 ppm
mostraron correlacion con los CH3-19 en 0.99 ppm y CH3-18 en 0.85 ppm, asi como C-21
en 16.76 ppm y C-27 en 17.78 ppm con el CH3-21 en 0.99 ppm, y CH3-27 en 01.01 ppm; asi

mismo, el resto de las sefiales se asignd mediante este analisis.
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Figura 17. Espectro HSQC del compuesto 88 en CDCls.

Por otra parte, el experimento HMBC (Figura 18) fue de gran utilidad para asignar
inequivocamente los carbonos cuaternarios, por lo que a continuacion, se describen algunas
de estas correlaciones a larga distancia: El carbono C-22 en 213.68 ppm presento correlacion
a 3 enlaces de distancia con H-24 en 1.70 ppm y 1.40 ppm, y a su vez, con H-23, H-20 y
CHs-21,en2.60y 2.46, 2.87,y 0.98, respectivamente. Ademas, el CH3-27 en 17.78 ppm, C-
25 en 34.90 ppm y C-24 en 27.49 ppm, mostraron su correlacion con los H-26 en 3.45 ppm.
También el carbono cuaternario CH3-COO-16 localizado en 170.55 ppm y el carbono CH3-

COO-3 encontrado en 170.62 ppm, presentaron correlaciones a tres enlaces con H-16
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localizado en 5.15 ppm y con H-3 situado en 4.56 ppm, respectivamente. Otros carbonos

cuaternarios también se asignaron de la misma manera.
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Figura 18. Espectro HMBC del compuesto 88 en CDCls.

La estructura de 88 también se analiz6 mediante masa de alta resolucion (Ver anexo),
mostrando el ion molecular [M+H]" de 535.31677. Con este dato y haciendo el andlisis
comparativo del espectro de 'H y *C de este derivado con relacion a los de 87, se puede
hacer notar que se trata de compuestos epiméricos. En este contexto se procedio a realizar a
realizar una busqueda en la literatura y se encontr6é que 87/88 han sido descritos en una tesis
de doctorado de la Universidad de Hamburgo [52] y fueron obtenidos a través de la apertura

del acetato de diosgenina, en presencia de HCl, AcCl a 90°C (6h a reflujo mas otras 12h a
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temperatura ambiente) o con AcCl, AcOH a 90°C (12 h reflujo). En estas ultimas
condiciones de reaccidén, mencionan la obtencion de cierta cantidad de los epimeros 87/88
sin separar (mezcla-pura y algunas de estas enriquecidas con respecto al compuesto 87 o al

88) y se refieren a la obtencion de estos en una relacion 3:2 de 16//160.

Ademas de la obtencion de los derivados 26-clorados, reportan la obtencion del producto
3,16,26-triacetilado [53,54]; solo cuando la reaccion se lleva a cabo en presencia de HCI y
AcCl, describen como tunico producto el epimero 16f-acetil-26-clorado en 11% de
rendimiento, mas el compuesto 3,16,26-triacetilado en mezcla epimérica y en 6% de

rendimiento.

Por otra parte, la justificacion para la formacion de 88 puede explicarse a partir del
analisis de esquema 25. EI sistema espirocetalico puede presentar la apertura acida
provocada por un proton en el medio, generdndose asi una cadena lateral abierta con una
funcién hidroxilo en C-26 y un intermediario oxocarbenio. Al romperse el enlace sigma entre
C16 y el oxigeno deficiente de electrones, este recupera su par electronico, generando un
carbocation secundario, plano, que puede ser atacado por el anion acetilo por una cara o la
otra. El hidroxilo de la cadena abierta se coordina al ZnCly, para que posteriormente ocurra
la sustitucidon nucleofilica de un i6n cloruro presente en el medio; de esta manera se justifica

la presencia del &tomo de cloro en la posicidon 26 y la formacion de los epimeros 87 y 88.

AcO

O g7 88

Esquema 25. Mecanismo propuesto para la obtencion de los epimeros 87 y 88.
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En relacion a la caracterizacion estructural del compuesto 89, las sefiales identificadas
en los espectros de '"H-RMN y "*C-RMN fueron comparadas con las de un compuesto
epoxicolesténico reportado en el afio 2004, el cual se obtuvo al hacer reaccionar la
diosgenina con anhidrido acético y BF3-Et,O, durante tres horas a temperatura ambiente
[55]. Es importante destacar que, con la metodologia descrita por los autores, se reporta la
obtencion de dos derivados epoxicolesténicos epiméricos en C-20 (73.6% de rendimiento en
mezcla) y con estereoquimica diferente en C-25 con respecto a la materia prima; en nuestro
caso con el uso de microondas y ZnCl; y haciendo una comparacion de los datos
espectroscopicos obtenidos con los reportados, bajo estas condiciones se obtiene el derivado

epoxicolesténico con estereoquimica 20(R), 25(S).

A continuacién, en el espectro de 'H-RMN de 89, se destacan algunas sefiales
caracteristicas (Figura 19): En 5.35 ppm se encuentra la sefial correspondiente a H-6 (d, H-
6, 1H), en 5.14 ppm se aprecia una sefial asignada a H-16 (m, H-16, 1H), asi mismo, en 4.58
ppm se observa la sefial del H-3, mientras que la sefial en 4.08 ppm es asignada a H-26ax
(ddd, H-26a, 1H), y la de 3.43 ppm a H-26ec, ademéas en 3.99 ppm se observa una sefial
multiple que corresponde a H-20 (m, H-20, 1H). También se observa la sefial en 2.24 ppm
del metilo del grupo acilo (CH3-CO-23, 3H), y las senales en 2.06 ppm y 2.03 ppm que
corresponden a los grupos acetato en las posiciones 3 y 16, respectivamente. Por tltimo, en
la region alifatica del espectro se encuentran las sefiales en 1.00 ppm (d, Me-21, 3H), 0.99

ppm (s, Me-19, 3H), 0.98 ppm (d, Me-27, 3H), y 0.78 ppm (s, Me-18, 3H).

Por otra parte, a partir del andlisis del espectro de '*C-RMN se destacan las siguientes
sefales: en 199.18 ppm la sefial correspondiente a C-28, mientras que las sefiales en 170.78
ppmy 170.45 ppm son asignadas a los grupos acetato en C-30 y C-32. También se observa
la sefial en 169.02 ppm de C-22, en 139.70 ppm y 122.30 ppm las sefales asignadas a C-5 y
C-6 del doble enlace vinilico, y en 108.66 ppm una sefial que se asigna a C-23. Otras sefiales
a destacar, son las encontradas en 75.43 ppm, 73.86 ppm y 71.38 ppm que corresponden a
los carbonos 16, 3 y 26, respectivamente. El resto de las sefiales se corroboraron por

comparacion con los desplazamientos descritos en la literatura [55].
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Figura 19. Espectros de 'H-RMN (400 MHz) y *C-RMN (100 MHz) del compuesto 89 en
CDCls.

A partir del andlisis de los experimentos DEPT 90 y 135 se pudo establecer la
multiplicidad para los carbonos encontrados en el espectro de '*C-RMN. De esta manera el
experimento DEPT 90 mostré 9 seiales correspondientes a CH, el DEPT 135, 7 sefiales
adicionales en fase positiva que corresponden a los CH3, y adicionalmente se encontraron 9
sefales que corresponden a CH», para dar un total de 33 sefiales de las 33 esperadas, esto
considerando también las 8 sefiales que fueron asignadas a los carbonos cuaternarios, las
cuales fueron encontradas en el espectro de '3C por diferencia con los espectros DEPT. Cabe
sefalar que a pesar de que existe la presencia de sefiales adicionales en DEPT, estas no
fueron consideradas para su andlisis, ya que inicialmente no aparecian en el espectro de
carbono; esto puede ser debido a la inestabilidad presentada por la propia naturaleza del

compuesto.

75



Carbonos CH2

Carbonos CH
C-6

C-25

Carbonos protonados

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1

f1 (ppm)

Figura 20. Espectro DEPT (100 MHz) del compuesto 89 en CDCls.

A continuacion, en la figura 21 se muestra el espectro COSY correspondiente para 89, a
partir del cual se determinan las siguientes correlaciones homonucleares: H-16 en 5.15 ppm
correlaciona con los hidrogenos diasterotopicos H-15 y H-15"en 2.42 ppm y en 1.10 ppm,
también mostrd correlacion con H-17 en 1.82 ppm. Los protones H-26 en 4.06 ppm y 3.43
ppm correlacionaron con el H-25 en 1.99 ppm; ademas se observaron las correlaciones del
H-20 situado en 3.98 ppm con CH3-21 en 1.00, y de H-3 asignado a la sefial en 4.60 ppm
con H-4 en 2.33 ppm.
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Figura 21. Espectro COSY del compuesto 89 en CDCls.

Por otra parte, el experimento HETCOR resultdé de gran ayuda para encontrar las
correlaciones presentes entre las sefiales de carbono con las sefales de proton que les
corresponden (Figura 22). Por ejemplo, se puede apreciar la correlacion entre C-6 localizado
en 122.31 con H-6 en 5.35 ppm, C-16 en 73.87 ppm con H-16 situado en 5.15 ppm; también
de observa correlacion entre C-3 que aparece en 75.44 ppm con H-3 en 4.60 ppm, asi como
los H-26 en 4.06 ppm y 3.43 ppm con C-26 presente en 71.39 ppm. También se puede
mencionar la correlacion de H-20 encontrado en 4.02 ppm con C-20 en 31.62 ppm, y las
demas senales para los metilos 27, 21, 19 y 18 que correlacionan con sus respectivas sefiales
de carbono en 17.87 ppm, 19.28 ppm, 17.04 ppm y 13.13 ppm, en ese orden. De esta manera
se logra la asignacion de los espectros de 'H-RMN y *C-RMN, esto ademas con ayuda de
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los datos espectroscopicos ya reportados literatura. Notese ademds que, sefales que no
presentan correlacion en este experimento bidimensional como C-23 o C-13, también

pueden ser de utilidad para la identificacion de carbonos cuaternarios.
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Figura 22. Espectro HETCOR del compuesto 89 en CDCls.

Para explicar la formacion de 89 se propone el mecanismo de reaccion mostrado en el
esquema 26, anteriormente reportado por Susana Rincén et al. [34]; la apertura
regioselectiva del anillo E es promovida por el anhidrido acético que interacciona con el

ZnCl, lo cual da como resultado la generacion de un intermediario oxacarbenio, el cual
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recupera su par electronico mediante la pérdida de H-20. La reprotonacion posterior en C-
20 podria generar una mezcla de épimeros en C-20, sin embargo, en este caso la reaccion
mostrd ser estereoespecifica para la obtencion de la configuracion R en C-20, ya que
solamente se pudo identificar este derivado proveniente de la reaccion de apertura del acetato

de diosgenina en 1,2-DCE.

A su vez, cabe recordar que el compuesto epoxicolesteno obtenido también presento una
inversion en la configuracion para C-25, lo cual ya ha sido descrito [56]. Es muy probable
que esta isomerizacion en C-25 ocurra como un paso previo al mecanismo mostrado en el
esquema 26 para la formacion de 89. Es importante considerar que esta facilidad hacia
presentar el fendémeno isomerizaciéon en medio acido para C-25 de las sapogeninas
espirostanicas ha llegado incluso a complicar el estudio de su configuracion para las

sapogeninas naturales [56].
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Esquema 26. Mecanismo de formacion para el derivado 22,26-epoxicolesteno 89 [34].

La estructura de 89 también se confirmé mediante el analisis de masa alta resolucion, en
el que se observd el ion molecular correspondiente a [M+H]" con una relacion m/z

encontrada de 541.35458.
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La caracterizacion del compuesto 90, se llevo a cabo mediante los analisis de RMN de
1D y 2D, de tal forma que en la figura 23 se anexa el espectro de 'H-RMN, en el que se
observa la senal caracteristica para H-6 situada en 5.36 ppm, mientras que en 4.97 ppm se
encuentra la sefal asignada a H-16; ademas en 4.61 ppm se encuentra la sefial indicativa del
H-3 base de acetato. A su vez, en 3.89 ppm aproximadamente se encuentra la sefial que
indica la presencia de los hidrogenos diastereotdpicos H-26, lo que indica la apertura del
anillo F del esqueleto espirostanico; también se destaca la sefial simple que se encuentra en
2.21 ppm que corresponde al metilo 23° del grupo acilo, cuyo carbonilo se encuentra en un
sistema «-f insaturado, ademads las sefiales en 2.05 ppm y 2.03 ppm, corresponden a los
metilos de los grupos acetato CH3-COO-16 y CH3-COO-3 respectivamente. Por Gltimo, en
la region alifatica del espectro aparecen sefiales simples en 1.01 ppm y 0.59 ppm, asignadas
a Me-19 y Me-18, respectivamente, y las sefnales dobles en 1.17 ppm y 0.95 ppm que

pertenecen a Me-21 y Me-27, en ese orden.

En la misma figura se anexa el espectro de '>*C-RMN que se describe a continuacién: En
198.54 ppm se observa una sefial de carbonilo, mientras que en 139.80 ppm y 122.17 ppm
se encuentran las sefales de los carbonos 5 y 6 de hibridacién sp?. Ademds, aparecen las
nuevas sefiales en 178.92 ppm y 107.46 ppm indicando la presencia del doble enlace
contenido entre los carbonos C-22 y C-23. Por otra parte, la sefial en 86.03 se asigné a C-16,
indicativa de que prevalece el anillo E en la estructura, y a su vez en 73.74 ppm y 68.81 ppm
se observan sefales que corresponden a los carbonos base de acetato C-3 y C-26, también
confirmado mediante el experimento HSQC, ademas de que las senales localizadas en
171.17 ppm y 170.48 ppm dan evidencia de una estructura diacetilada. El resto de las sefales
presentes en el espectro de '*C-RMN fueron comparadas con los datos espectroscopicos
reportados para este compuesto [26], y la clasificacion como carbonos CH, CH> y CH3 se

pudo confirmar a partir del analisis de una serie de experimentos DEPT.
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Figura 23. Espectro de '"H-RMN (400 MHz) y '>*C-RMN (100 MHz) del compuesto 90 en
CDCls,

El experimento DEPT 90 mostré 9 sefiales correspondientes a CH, el DEPT 135, 7
sefales adicionales que corresponden a los CH3, ademas de 9 sefiales que corresponden a los
CH> para dar un total de 33 sefiales esperadas, esto considerando también las 8 sefiales
asignadas a los carbonos cuaternarios de la estructura, que fueron identificadas en el espectro

de 3C-RMN por diferencia con los espectros DEPT.
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Figura 24. Espectro DEPT (100 MHz) del compuesto 90 en CDCl3,

A continuacion, en la siguiente figura se muestra el espectro COSY de 90, donde se
pueden apreciar las correlaciones homonucleares del H-16 en 5.16 ppm con los hidrogenos
de H-15y en 2.22 ppm y en 1.42 ppm, y su vez, mostr6 correlacion con H-17 en 1.82 ppm.
Los dos H-26 en 3.89 ppm correlacionaron con el H-25 en 2.22 ppm; ademas se observaron
las correlaciones del H-20 situado en 3.72 ppm con CH3-21 en 1.17 y con la sefial en 1.82
ppm asignada para H-17. También se observa la correlacion que presenta H-3 asignado a la

sefal en 4.59 ppm con H-4 localizado en 2.32 ppm.
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Figura 25. Espectro COSY del compuesto 90 en CDCls.

Por otra parte, el experimento HETCOR result6 ttil al momento de buscar correlaciones
entre las sefiales de carbono con su respectivo proton. Por ejemplo, se puede apreciar la
correlacion entre C-6 con H-6, C-16 con H-16, C-3 con H-3, H-26 con C-26, H-20 con C-
20 y las demads senales para los metilos 27, 21, 19 y 18 que presentaron correlacion con las
sefales de carbono en 19.77 ppm, 19.27ppm, 17.21 ppm y 13.11 ppm, logrando asi la
asignacion de los espectros de 'H-RMN y 3C-RMN, esto ademas con ayuda de la literatura.
Notese que sefiales que no presentan correlacion en HETCOR como C-23 ayudan a la

identificacion de carbonos cuaternarios.
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Figura 26. Espectro HETCOR del compuesto 90 en CDCl;.

Para explicar la formacion del compuesto 90 se propone el siguiente mecanismo de
reaccion de acuerdo a lo descrito por Garcia-Merinos et al. (Esquema 27) [57]. Se presenta
la apertura en el anillo F de la funcion espirocetélica, que genera un ion oxacarbenio debido
al ataque nucleofilico orientado hacia el anhidrido acético, el cual interacciona con el ZnCly;
subsecuentemente, la pérdida del proton en C-23 es provocada por el ion acetato aiin presente
en el medio, lo que produce un doble enlace contenido entre los carbonos C-22 y C-23.
Posteriormente la insercion de los electrones del oxigeno localizado en C-16 hacia dentro
del anillo de tetrahidrofurano, genera una fuerza impulsora que permite el ataque
nucleofilico hacia otra molécula de anhidrido acético; la pérdida del proton en C-23 permite

al oxigeno deficiente de electrones recuperar su neutralidad, llegando asi al derivado 90.
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Esquema 27. Mecanismo de formacion para el derivado furosténico 90 [57].

La estructura de 90 también se confirmé mediante el analisis por HR-MS, mostrando

ion molecular correspondiente a [M+H]" con una relacion m/z encontrada de 541.35194.

6.1.2. Analisis estructural mediante RMN de la pseudodiosgenina (12)

Para la caracterizacion de 12 mediante 'H-RMN, se destaca la sefial asignada para H-6
situada en 5.37 ppm y la de H-16 en 4.75 ppm; ademas en 4.61 ppm se encuentra la sefial
correspondiente al H-3, unido a un carbono base de acetato. Por otra parte, en 3.91 ppm
aproximadamente, se encuentra la sefial que indica la presencia de los hidrégenos
diastereotopicos H-26, desdoblamiento de la sefial caracteristico de sistemas esteroidales de
cadena lateral abierta; también se resaltan las sefiales simples que se encuentran presentes
en 2.05 ppm y 2.03 ppm, apareciendo en ese desplazamiento debido a la presencia de grupos
acetato en las posiciones 16 y 3 de la estructura. Por ultimo, situadas en la region alifatica
del espectro, aparecen sefiales simples en 1.04 ppm y 0.68 ppm, asignadas a Me-19 y Me-
18, respectivamente, y sefiales dobles en 1.59 ppm y 0.95 ppm que pertenecen a Me-21 y

Me-27, en ese orden.
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Por otra parte, en el espectro de '*C-RMN, situadas en 171.15 ppm y 170.45 existe la
presencia de sefiales de carbonos cuaternarios de grupos acetato, mientras que en 139.76
ppm y 122.17 ppm se encuentran las sefiales de los carbonos 5 y 6 de hibridacién sp?; a su
vez, las sefales presentes en 151.52 ppm y 103.76 ppm indican la presencia de un nuevo
doble enlace entre C-20 y C-22. Por otra parte, la sefial en 84.32 se asigno a C-16, dando
evidencia de que el anillo E se mantiene, y resaltan también las sefiales presentes en 73.88

ppm y 69.16 ppm, que corresponden a los carbonos base de acetato C-3 y C-26,

respectivamente.
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Figura 27. Espectros de 'H-RMN (400 MHz) y *C-RMN (100 MHz) del compuesto 12 en
CDCls.

El resto de las sefiales presentes en el espectro de *C-RMN fueron comparadas con los

datos espectroscopicos reportados para este compuesto [58], ademas de que la informacion
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encontrada pudo ser corroborada a partir de una serie de experimentos DEPT, en el que se
identificaron 8 sefiales correspondientes a CH, 6 sefiales adicionales que corresponden a los
CHs, 10 sefiales que corresponden a los CH2, ademds de 7 sefiales que se asignaron a los
carbonos cuaternarios de la estructura, por comparacion del espectro de '*C-RMN con los

espectros DEPT, todo esto para dar un total de 31 sefiales esperadas.
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Figura 28. Espectro DEPT (100 MHz) del compuesto 12 en CDCl3,

En la siguiente figura se muestra el espectro COSY de 12, en el que se observan las
siguientes correlaciones homonucleares: la sefial de H-16 en 4.75 ppm presenta correlacion

con los hidrégenos de H-15 y en 2.14 ppm y en 1.43 ppm, y su vez, con H-17 en 2.49 ppm.
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Por otra parte, protones H-26 en 3.91 ppm correlacionaron con el H-25 en 1.78 ppm.
También se observa la correlacion que presenta H-3 asignado a la sefial localizada en 4.61

ppm con H-4 localizado en 2.33 ppm.
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Figura 29. Espectro COSY del compuesto 12 en CDCl;.

Por otra parte, el experimento HETCOR result6 util al momento de identificar las
correlaciones existentes entre las sefiales de carbono con las de proton. Se puede apreciar la
correlacion entre C-6 en 122.30 ppm con H-6 localizados en 5.37 ppm, de C-16 en 84.32
ppm con H-16 que se encuentra en 4.75 ppm, C-3 asignado con la sefial en 73.88 ppm con
H-3 en 4.61 ppm, los H-26 localizados en 3.91 ppm aproximadamente con C-26 en 69.16

ppm, y las demads sefiales para los metilos 27, 21, 19 y 18 que presentaron correlacion con
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sus respectivas sefiales de carbono en 16.70 ppm, 11.58 ppm, 19.31 ppm y 13.92 ppm,

respectivamente.
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Figura 30. Espectro HETCOR del compuesto 12 en CDCls.

Para explicar la formacion del compuesto tipo pseudo se propone el siguiente mecanismo
de reaccion (Esquema 28), que ha sido descrito, en general, para la apertura espirocetalica
en medio acido [8]. El acido de Lewis, en este caso ZnCly, se coordina al anhidrido acético
convirtiéndolo en una especie susceptible a sufrir un ataque nucleofilico, por lo que la
funciodn espirocetélica presenta la apertura en el anillo F generando un ion oxacarbenio. Esta
especie es susceptible a la pérdida de un proton provocada por el grupo acetato aun presente.

En el caso de la pérdida del proton localizado en C-20 se forma la pseudosapogenina,
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explicando asi la formacion del compuesto 12; en dado caso de que ocurriera la pérdida del
protén en C-23 se formaria la otra forma enol éter. En cualquier caso, ambos derivados son
susceptibles a generar ataques hacia especies electrofilicas, lo que genera interés por la

obtencion de estos derivados.

AcO

0
-H23 W %(
0

Esquema 28. Mecanismo de formacion del compuesto 12 [8].

La estructura de 12, también se confirmé mediante el anélisis por HR-MS, mostrando el

ion molecular [M+H]" con una relacion m/z encontrada de 499.34342.

6.2. Apertura del 22-0x0-23-cetosapogenina con ZnCl: en microondas

Continuando con los objetivos, el compuesto 86 también fue sometido a condiciones de
apertura acida en microondas, como se indica a continuacion en el esquema 29. Para esto se
realizaron ensayos con 3 equiv. de ZnCl, como acido de Lewis y 3 equiv. de anhidrido

acético para formar el compuesto 80 en 31% de rendimiento.
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Esquema 29. Obtencion del derivado 80 bajo condiciones de microondas.

En la buisqueda por encontrar las mejores condiciones de reaccion de apertura se inicid
variando la temperatura y posteriormente el tiempo de reaccion; el seguimiento de las
reacciones se llevo a cabo mediante cromatografia en capa fina (CCF), empleando un sistema
Hex/AcOEt (7:3) como fase movil. Al utilizar una temperatura de 80°C durante 5 minutos,
comenz0 la conversion de la materia prima 86 para dar lugar a la formacion de un compuesto
con Rf distinto (80) (Figura 31), y conforme se propicio el aumento de temperatura hasta los
100°C, se observo un incremento en la cantidad éste (Tabla 6, ensayos 5-7). Por otra parte,
al incrementar el tiempo de reaccion, fue notable por CCF la formacion de otros
subproductos (esto a los 10 min), por lo que se decidi6 utilizar inicamente 5 minutos para

la apertura acida de 86.

Figura 31. CCF del crudo de reaccion para 80, realizada en una fase movil Hex/AcOEt

(7:3): R/(80) = 0.44.
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Tabla 6. Ensayos de temperatura para la obtencion de 80 en microondas, con 100 W y 5

minutos de reaccion.

Ensayo Temperatura del microondas Observaciones

1 40°C Materia prima en CCF

2 50°C Materia prima en CCF

3 60°C Materia prima en CCF

4 70°C Materia prima en CCF

5 80°C Conversion de la materia prima, aparece

el compuesto de interés

6 90°C Sin cambio significativo en la placa

7 100°C El compuesto de interés se observa en
mayor cantidad por CCF.

6.2.1. Caracterizacion del compuesto epoxicolesteno (80)

La caracterizacion del compuesto epoxicolesteno 80 resultdé un poco mas facil en
comparacion con la identificacion de los derivados anteriores, ya que en nuestro grupo de
trabajo, la estructura 80 ya habia sido reportada por Corona-Diaz et al. [49] a manera de
ejemplo, en la figura 32 se muestra el espectro de 'H-RMN, en el cual se observa una sefial
doble en 5.60 ppm caracteristica de hidrogenos vinilicos, que corresponde al H-24, y a su
vez, en la misma region del espectro, una senal multiple en 5.39 ppm del H-6. También se
observa otra sefial multiple en 4.61 ppm asignada para H-3, asi como la sefial presente en
4.13 ppm de H-16. Los hidrégenos diastereotdpicos de la posicion 26 se observan como una
doble de dobles en 3.96 ppm, confirmando la apertura del anillo F, mientras que las sefiales
multiples en 2.97 ppm y 2.72 ppm fueron asignadas a H-25 y H-20, respectivamente.
También se observa en la region alifatica del espectro las sefales que corresponden a los

metilos 18, 19, 21 y 27.
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Figura 32. Espectro de 'H-RMN (400 MHz) del compuesto 80 en CDCls.

Un dato interesante a destacar, es que, haciendo uso del reactor de microondas, la sintesis
de 80 se logra en un solo paso a partir de la 23-cetosapogenina (86), ya que, de resultados
de trabajos anteriores en nuestro grupo, se conoce que, mediante el método de calentamiento

convencional, 80 solo se puede preparar en dos pasos a partir de 86 [49].

Para explicar la formacion del compuesto 80, se debe hacer hincapié en su obtencion por
el método de calentamiento convencional a partir de una etapa previa de isomerizacion, cuyo
mecanismo se presenta en el esquema 30, para posteriormente generar la apertura del nuevo
anillo F formado, con la posterior desprotonacion de H-24 que finalmente conlleva a la
formacion de 80 (Esquema 31). Se propone que para la formacién de 80 ambos pasos
(isomerizacidn, apertura) ocurren en una sola etapa de sintesis, con una mayor velocidad de
reaccion propiciada por la temperatura generada por las microondas incidentes en la mezcla
de reaccion. Esto no es raro de suponer considerando las multiples interacciones, asi como
rotaciones, que pueden presentar las moléculas al momento de interaccionar con las ondas

electromagnéticas dentro del reactor de microondas.
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Acido de Lewis -

Esquema 31. Mecanismo de reaccion para la formacion de 80 [49].

Mediante el método de microondas se obtiene el derivado colestdnico 80 conteniendo una
piranona en el anillo E, a partir de la apertura del acetato de 23-ceto-diosgenina (86), en
presencia de ZnCl,, en un solo paso. El resultado es interesante ya que se ha demostrado que
estos compuestos son sintones utiles para la obtencion de azaesteroides [59] y anteriormente
se ha descrito via dos etapas de reaccion [49], por lo tanto, la reduccion de las etapas de
sintesis, asi como del tiempo de reaccion, involucra un avance significativo en la sencillez

de la obtencién de estos compuestos.
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7. CONCLUSIONES

Se realizo la sintesis e identificacion estructural de los cuatro compuestos 87-90
obtenidos a partir de la apertura acido del acetato de diosgenina (17), promovida por la
presencia de ZnCl, y microondas, siendo el compuesto mayoritario el derivado 89, seguido
de 87, 88 y 89 en ese orden. El andlisis espectroscopico permiti asignar a los derivados 87
y 88, como estructuras de cadena lateral abierta acetilados en C-16 y clorados en C-26,
ademas por los analisis de RMN y de masas de alta resolucion se sugiere son compuestos
epiméricos en C-16. Por otra parte, en la biisqueda para encontrar condiciones de reaccion
que promovieran la formacion regio- y estereoselectiva de los compuestos, se encontro que
al cambiar el disolvente 1,2-DCE por THF, se favorece la obtencion de la pseudodiosgenina
diacetilada 12 en buenos rendimientos, este Ultimo intermediario de gran valor sintético en
la industria por su uso como materia prima en la sintesis a gran escala de farmacos

esteroidales.

Por otra parte, la apertura 4cida del acetato de 23-cetodiosgenina en microondas

promueve la formacidn regioselectiva del compuesto 80 en un solo paso.

Para la obtencioén de los compuestos se estandarizé la metodologia para las aperturas
utilizando 100 W de potencia en el microondas, anhidrido acético y ZnCl> como acido de
Lewis, sin embargo, el tiempo de reaccion optimo resulto ser distinto para cada caso: en el
caso de las reacciones efectuadas en 1,2-DCE como disolvente, el tiempo de reaccion fue
relativamente corto (10 min), en contraste con la reaccion de apertura al utilizar THF para la
cual se requieren tiempos de reaccion mayores (1h); esto puede explicarse a partir del valor
del factor de pérdida dieléctrica (tan §), que es diferente para cada disolvente, por lo que es

un parametro importante para considerar al planificar reacciones en microondas.

La caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados se llevo a cabo mediante
los datos espectroscopicos de IR, RMN de 1D y 2D, los datos también se compararon con
los reportados, y estos coinciden. Adicionalmente la estructura de los compuestos también
se confirm6 mediante el andlisis por espectrometria de masa de alta resolucion (HR-MS)

mediante la técnica de ionizacion DART. En relacion al mecanismo para la formacion de los
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compuestos, se consideraron los descritos para los mismos compuestos o derivados

similares.
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