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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS.

AcOEt Acetato de etilo

AcOH Acido acético

Ac,0 Anhidrido acético

ax Axial
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1. RESUMEN

El presente trabajo describe una nueva metodologia para la sintesis del derivado
colestanico 5 a partir de Acetato de Botogenina (1). El producto se obtuvo
mediante la apertura del anillo F del compuesto 3 con TiCl, y anhidrido acético. La
estructura del nuevo derivado colestanico 5 se asigné mediante RMN de una y dos

dimensiones.

NaN02 / BF3OEt2
CH,;COOH 1.5h.

4.5 h.| BF3-OEt;
ta. | HCOOH

oL

(@)
)ko ’
4 TiCly / Ac,O ’
(0]
CH,Cl, 1.5 h.
T, P

oL

Esguema 1. Ruta sintética para obtener los compuestos 4y 5.

Palabras clave: Sapogenina, Botogenina, Gentrogenina, 12-cetodiosgenina,
RMN.
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2. ABSTRACT

This work describes a new methodology for the synthesis of cholestanic
derivative 5 from botogenin acetate (1). The product was obtained from the
opening of the F ring of compound 3 with TiCl, and acetic anhydride. The structure
of the new steroidal derivative 5 was established using one and two dimensional

NMR experiments.

NaN02 / BF3OEt2
CH3;COOH 1.5 h.

1 2 4 5n.| BFyOEt,
g ta. | HCOOH

O
O/<
(e}
PR //
4 T|C|4 / ACzo !
-
(@]
+ CH,CI, 1.5 h.
. O /U\O
/ 3
0O

oL

Scheme 1. Synthetic route for compounds 4 and 5.

Keywords: Sapogenin, Botogenin, Gentrogenin, 12-Ketodiosgenin, NMR.
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3. INTRODUCCION

Las saponinas son compuestos de estructuras complejas que contienen
una aglicona no polar denominada sapogenina, que regularmente se encuentra
acoplada a uno o méas fragmentos de azlcar que pueden estar unidas en
diferentes partes de la aglicona.! Pueden ser de dos tipos: triterpénicas o
esteroidales (Figura 1).? Su funcién como metabolitos secundarios dentro de las
plantas contribuyen en la defensa contra el atague de insectos, ademas, una gran
variedad de saponinas son conocidas por tener propiedades antimicrobianas y
antifngicas. Dentro de las propiedades beneficiosas para la salud, se conoce que
muchas de estas se consumen como parte de la dieta humana en forma de
suplementos alimenticios,® ademas de sus propiedades bioldgicas como anti-
inflamatorios, inmunoestimulantes, hipocolesterolémicos, antiparasitarios vy

citotdxicas.!

SAPONINA ESTEROIDAL

" o
“, R R= Q_ Espirostano
O

N
R= &

RO /\)\ Furostano
R=

/ SAPONINA TRITERPENICA o

Fraccién de sacaridos

- Glicoalcaloide

R= Oleanano R Ursano

R= Oum< Hopano R=
Damarano

Figura 1. Clasificacion de las saponinas.

Las saponinas esteroidales se encuentran ampliamente distribuidas en el

reino vegetal y se han aislado en mas de 100 especies de plantas,® por lo general
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en las monocotiledéneas, como son: Liliaceae (Agavaceae), Dioscoreaceae y
Amaryllidaceae. En las dicotiledoneas, se les ha encontrado en las familias
Solanaceae y Scrofulariaceae (Figura 2).° Existen diferentes sapogeninas
esteroidales, las de tipo glicoalcaloide, furostanicas, y espirostanicas; siendo estas
tltimas las mas explotadas a nivel indrustrial para la sintesis de un gran namero

de esteroides medicinalmente importantes.®

Figura 2. Agavaceae (A) Dioscoreaceae (B) y Amaryllidaceae (C).

La historia de las sapogeninas espirotanicas inicia en 1939 cuando Russell
E. Marker aisl6 en cantidades considerables la diosgenina a partir de un tubérculo
denominado “cabeza de negro” (Dioscorea macrostaycha)’ y debido a la
relevancia que tuvo el sintetizar por primera vez progesterona a partir de
diosgenina en tan solo cinco pasos, diversos estudios se realizaron con el interés
sobre el aislamiento de estos derivados espirostanicos a partir de diferentes
plantas; en 1947 Russell E. Marker® reporté por primera vez el aislamiento de la
saponina esteroidal botogenina (12-cetodiosgenina o gentrogenina), obtenida de

una mezcla de sapogeninas de Dioscorea mexicana.

En esa época no se contaba con los métodos espetroscépicos sofisticados
para caracterizar inequivocamente este tipo de estructuras complejas, por lo que
para la correcta asignacion de esta nueva saponina realizo la correlacion quimica
entre diosgenina, hecogenina y rockogenina que previamente habian sido

establecidas (Esquema 2)2.
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OH

HO
H Rockogenina
Acido acético
H, Pt t.a. 45 min
0]
(0)
(0]
HO
Botogenina
Aci dEt:(r:,ético Hidrato de hidrazina
Pt, Hy Na° EtOH 200°C,12h
t.a. 45 min ’
(0]
(6)
o) © o
HO HO
H Diosgenina
Hecogenina

Esquema 2. Asignacion de botogenina por Marker.

Posteriormente en 1957 Wall E. y col. aislaron la botogenina y
correlogenina (Esquema 3) de la especie Dioscorea spiculiflora, en un 20 a 55 %
del total de las saponinas contenidas en la planta® asi como de otras especies de
Dioscorea como D. pieuliflora y D. composita. Los tubérculos de varias especies
de Dioscorea son una de las fuentes importantes de medicamentos utilizados para

la sintesis comercial de progesterona, cortisona y otros productos de esteroides.*
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Correlogenina

HO i
Hecogenina, sisalagenina

~ 0) (0] (0] O
AcO
5,16-pregnadien-33-acetato-12,20-diona
—_—
l 9 © AcO o) E
Alopregnan-3p-acetato-12, 20-diona Alopregnan 3,12,20-triona

AcO
5-pregnan-3f3-acetato,12, 20-diona
Esquema 3. Caracterizacién de botogenina y correlogenina realizada por Marker.

También se ha identificado la botogenina (12-cetodiosgenina o
gentrogenina) en varios géneros de Agave en la A. sisalana Perrine, A.
ghiesbrechtii, A bergeri Trelease, A. ferox, A. fourcroydes Lem, A. lechuguilla
Torrey' LA. americana y A. salmiana y otras 8 especies, junto con saponinas:
hecogenina, = manogenina, Yyucagenina, agavogenina, sarsasapogenina,
texogenina, esmilagenina, gitogenina, tigogenina, diosgenina, ruizgenina y
clorogenina.*®*? las cuales se encuentran distribuidas en zonas aridas, terrenos

calizos y rocosos.

En 2015 Leal-Diaz y col. reportaron la presencia de kammogenina,
manogenina, gentrogenina y hecogenina en los extractos de aguamiel de A.
americana y A. salmiana, este liquido dulce y transllcido se ha consumido como
una bebida fresca desde tiempos precolombinos, fermentando esta bebida se

produce la bebida alcohdélica tradicional mexicana llamada pulque (Figura 3).
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O
(@)
(0]
HO
Hlu,,
HO . )
Kammogenina Manogenina

-
>
-
-
-

0O

HO

Gentrogenina Hecogenina

Figura 3. Sapogeninas detectadas en el extracto hidrolizado de aguamiel

de A. salmiana y A. americana.

Actualmente se han descubierto nuevas saponinas en diversas plantas las
cuales contienen botogenina y son utilizadas como remedios curativos en distintas
regiones de Asia, ejemplos de estas son los pratiésidos D (6a) y E (6b) aislados
de la planta Polygonatum prattii utilizada en la medicina china por sus efectos
sobre las enfermedades pulmonares, dolor de estdmago y diabetes, otro
glucésido de botogenina (7) obtenido de los rizomas de Polygonatum alte- lobatum
Hayata planta endémica de Formosan y comunmente utilizada en Taiwan como
anticonvulsivo.’> En 2009 se aisl6 el ypsilandrésido G (8) de la planta Ypsilandra
thibetica Franch. (Liliaceae) usada en la medicina tradicional china como
hemostético, y ademas presenta moderada actividad inhibitoria contra diversas
lineas celulares (K562,SPC-A-1, BGC-823, Eca-109 Y AGS) y total inhibicion
contra C. albicans.'® El cyrtonemésido A (9) se reporté de la planta Polygonatum
cyrtonema Hua en 2013 utilizada como ténico pulmonar y célicos abdominales.*’
Recientemente el magueyosido G descrito del Agave offoyana presenta actividad
fitotoxica (Figura 4).'8
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6a.-R;=0R,=H (Prativsido D1)
6b.-R,=OH R,=H (Pratiésido E1)

Ho/ﬁj
Ho~ OH

Enfermedades pulmonares,
palpitaciones, dolor de estobmago y diabetes.

P. pratti

HO OH

Ypsilandrésido G
Hemoestatico, citotoxico y antifungico

Ypsilandra thibetica

7
OH
O, O
OHOO Og R
gro OHO OH
HOT ala/iﬁ)/
Ho~ OH

Tetradsido de botogenina
Anticonvulsivo
P. alte lobatum

OH

O
OH Ho OH

S
o) o_ R
OBK0, 0 o&g//eoﬁ
HO OH H

HO

HO
Ho~ OH

cyrtonemosido A
Farmaco ténica y cdlicos abdominales.

P. cyrtonema Hua

Figura 4. Saponinas con actividad biolégica conteniendo botogenina en la

aglicona.
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4. ANTECEDENTES
4.1 Biogénesis de las sapogeninas espirostanicas

Los productos naturales han sido una fuente importante de compuestos
para la sintesis de principios activos de medicamentos. En 1990 aproximadamente
el 80% de los farmacos utilizados fueron productos naturales o analogos
sintéticos; hoy en dia casi el 50% de los farmacos aprobados estan siendo a base

de productos naturales. *°

Diversos esteroides de origen natural se han descrito a detalle en relacion a
Su caracterizacion estructural y reactividad quimica por sus diferentes propiedades
farmacoldgicas, incluyendo antiinflamatorios, antidiabéticos y antioxidantes dando
particular atencién por su potencial actividad como agentes anticancerigenos.?® En
este sentido las sapogeninas esteroidales de tipo espirostanicas representan un
caso particular de compuestos que se encuentran ampliamente distribuidos en
plantas y algunos organismos marinos, los cuales exhiben una extensa gama de
actividades bioldgicas, se aislan como glicosidos esteroidales (saponinas) y este
tipo de sustratos se han utilizado durante muchos aflos como materia prima barata
para la industria farmacéutica en la sintesis de hormonas sexuales vy
adrenocorticales, analogos de vitamina D, anabdlicos y antiinflamatorios.?* Por lo
anterior, diversos estudios fueron realizados con la finalidad de conocer la
biogénesis de las sapogeninas esteroidales en las plantas, remarcando que el
contenido y tipo de estos compuestos difiere tanto de la estaciéon del afio asi como
de la edad de la planta.?’ Por ejemplo en la planta joven de Agave parassana se
encuentra solamente la sapogenina esteroidal manogenina, mientras que en
estado de floracion contiene una mezcla de hecogenina, gitogenina y tigogenina.
En la planta joven de Agave funkiana se reportdé una mezcla de mexogenina y

samogenina mientras que durante la floracion estas sapogeninas se convierten a
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esmilagenina. La mezcla de sapogeninas encontradas en plantas jovenes de
Agave roezliana son la neomexogenina y neosamogenina, estos productos
difieren de mexogenina y samogenina en la configuracion del C-23 de la fusion

espirocetélica; en estado de floracion solo presenta la sarsasapogenina (Figura

5) 23
O
O
o} o 0
HO.

Samogenina

HO.

HO 1

Mexogenina Smilagenina

Biogénesis de Agave funkiana

o o)
le) O o)
HO.
o o
HO
H HO 1

Neosamogenina

HO.

HO H

Neomexogenina Sarsasapogenina

Biogénesis de Agave roezliana

HO

HO £
H H
Manogenina ‘
N\ /j/ 0
o) O
(0]
HO
B
HO 1
HO i H :
H Tigogenina
Gitogenina

Biogénesis de Agave parassana

Figura 5 Biogénesis de las sapogeninas espirostanicas.
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4.2 Importancia de la botogenina en la sintesis de la cortisona

La palabra “cortisona” fue introducida por E.C. Kendall de la Fundacion
Mayo quien identificé por primera vez un compuesto que previamente habia sido
referido a la 11-dihidro-17-hidroxicorticosterona la cual llamé “compuesto E”. Esta
fue aislada en forma cristalina de extractos de glandulas adrenales de buey en
1935. Posteriormente, el aislamiento y caracterizacion de sus propiedades fisicas
y quimicas generales fueron completadas por Mason, Meyer y Kendall,
Wintersteiner, Pfiffner y Reichtein. La cortisona es una estructura organica
esteroidal de gran importancia, ya que influye en el funcionamiento de muchos de
los sistemas corporales (corazén, musculos, huesos y los sistemas endocrino y
nervioso). Suprime el sistema inmunitario, reduciendo asi la respuesta
inflamatoria, neutralizando el dolor e hinchazon en el sitio dafiado,presenta una
gran cantidad de efectos en el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y

grasas, ademas de mantener el equilibrio de fluidos y electrolitos.?*

Figura 6. Estructura de la cortisona.

El descubrimiento de la cortisona como una cura para la artritis reumatoide
puso especial atencion en muchos laboratorios que practicaron diversos métodos
para su sintesis (Figura 6). En 1949 Marker publicé la sintesis de la 5-pregnen-3-
ol-12,20-diona a partir de botogenina y neobotogenina convirtiéndolas en materias

primas potenciales para la sintesis de hormonas tipo corticales.?®> Meses después
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en ese mismo afio Marker publicd la obtencion del 17-hidroxi-20-cetopregnano a
partir de botogenina, dando a conocer un buen método para la preparacion de
estos compuestos (Esquema 4).%°

Botogenina
0 o (0] o
' 0
. . OAc
Diacetato de pseudobotogenina — o -
K,CO3 AcO

AcO
Producto de
oxidacién  KOH o) 0 KOH

OH

HO

Esquema 4.- Metodologia propuesta por Marker para la sintesis de
cortisona.

Fue hasta 1959 cuando Harpern y Djerassi de los Laboratorios Syntex
lograron la obtencién de la cortisona por primera vez a partir de botogenina, la
eleccion de esta fue particularmente adecuado como materia prima por la

presencia del doble enlace entre el carbono 5y 6 (Esquema 5).?’
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P

11.- R=R’=H

O ’
0
0
10 o ¢ 12.-R=Ac : R'=0Ac
RO
0
RO o}
-
RO

14a.- R=H
14b -R=Ac RO
o 13a.-R=H
13b.-R=A
RO 0O ¢ 0
AcO.
16a.- R=H
RO 16b.-R=Ac
AcO
c ) 15
o
RO OHX o)
o OH
RO

17a.-R=Ac; X=Br o

18
17b.-R=Ac; X=H CHaR “//////
17c.-R=X=H

0

0
o OH

19a.-R=H
19b.-R=|
19¢.-R=AcO

Esquema 5. Sintesis de cortisona a partir de botogenina.
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4.3 Modificaciones de la cadena lateral de botogenina

Suérez y col. en 1973 describieron por primera vez la apertura del anillo E
de sapogeninas espirostanicas catalizadas con BF3OEt, obteniendo el 22, 26-
epoxi-5a-colestan-22-eno-(20) en buenos rendimientos.”® Por otro lado Singh y
Dhar, reportaron el esqueleto de la 22,26-epoxicolestan-3,5-dien-16-ona (21)
mediante tratamiento de la diosgenina con BF3OEt, a elevadas temperaturas;®

I*® y Rincon®* en los afios 1995 y 2006 obtuvieron

mientras que Sandova
resultados similares a los de Suarez, describiendo la preparacion regioselectiva
del analogo 22,26-epoxi-5a-colestan-22-en-12-ona (22), mediante la apertura del

anillo E de hecogenina en medio &cido (Figura 7).

Figura 7. Compuestos obtenidos por la apertura acida de la cadena lateral

de sapogeninas espirostanicas.

Posteriormente Pérez y colaboradores en 2010 reportaron la apertura del
anillo E y F de botogenina, mediante catalisis empleando los acidos de Lewis
BF3OEt; y ZnCl, obteniendo los nuevos derivados hexaciclicos (23-25) (Esquema
6).
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P MCE%

\\() 24

o BF3OEt2
AcO
Acetato de botogenina (1)

Esquema 6. Apertura del anillo E y F de botogenina

o]
W

Para explicar la formacion de los compuestos (23-25) propone un
mecanismo de reaccion (Esquema 7) en el cual la apertura del anillo E es
promovida por el BF3OEt, El primer paso involucra la formacion de un ién
oxocarbenio A y la apertura del anillo E.La posterios acetilacion del 016 y la
eliminacion de un protén del C23, conducen a la formacion de un intermediario del
tipo dehidropirano B. La rotacion del enlace o entre los carbonos 17 y 20 permite
alcanzar uns disposicion adecuada del enol del éter para atacar al sistema 11 del
grupo carbonilo sobre el C12 C, direccionando a la obtencién del alcoholato D. La
pérdida del H del C23 permite al oxigeno tetrahidropiranico recuperar su par
electrénico y asi dar E, que por eliminacion del fluoroborato lleva a la obtencion del
oxocarbenio F, el cual es el intermediario comun en la obtencion de derivados
policiclicos. EI compuesto 23 se obtiene por eliminacién del proton C11, mientras
que un ataque nucleofilico por parte del acetato lleva a la obtencién del compuesto
25. Finalmente durante el tratamiento de la reaccion el intermediario F puede
reaccionar con H,O dirigiendo la sintesis del derivado 24.%
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AcO

27%
AcOH

AcO"
H A
S .
P Ohe % o
% 23
"'w.
Nu= H,0 6 AcO” /\%
229

24 %

(0]

AcO

OAc

kS 5%

w25
Esquema 7. Mecanismo propuesto para la formacién de (23-25).

Recientemente en 2015 nuestro grupo de trabajo®, reporté la apertura de
22-ox0-23-espirocetales catalizada con BF3OEt, en anhidrido acético obteniendo
nuevos derivados colestanicos de botogenina, diosgenina, hecogenina vy
tigogenina en buenos rendimientos y condiciones suaves de reaccion. En el
esquema 8 se describe la ruta de sintesis, en la cual como primer paso utilizan la

oxidacion de Barton, seguida de una isomerizacion en la cadena terminal de la 23-
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cetona 2. Posteriormente cuando el isbmero 3 se trata con BF3 OEt, produce regio
y estereoselectivamente el derivado colestanico 4 en 61% de rendimiento,

acompafado de trazas del subproducto acilado en C-23.

o = 0O

CH3COOH 1.5 h. /U\

0]

ta- | HCOOH

2
%,
(4

o]

BF3OEt2 / ACzo

0
CH,Cl, 1.5 h. /U\

O 3

26 Trazas

Esquema 8. Apertura regio y estereoselectiva del compuesto 3 con BF3 OEt;,

El mecanismo de reaccion propuesto para la formaciéon del compuesto 4
primeramente se lleva a cabo la apertura del anillo F la cual es promovida por una
molécula de anhidrido acético activada por el BF3OEt,, produciendo el ion oxonio
I. Enseguida el anillo de tetrahidrofurano sufre una apertura con la posterior
abstraccion del protdbn en C-24 justificando la formacion de la cetona a,B
insaturada 4. En este mecanismo se sugiere que el anhidrido acético se aproxima
al atomo de oxigeno del lado opuesto al grupo metilo en C-25. La reaccion es
completamente con Z-estereoselectiva y la razén de esto es por la preferencia del

intermediario Il que asume la conformacion que se muestra en el esquema 8 ya
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gue una conformacion alternativa conllevaria al isbmero E el cual seria mas alto

en energia.(Esquema 8).

+ . Rrr
{0 BFs

S

OAc

Esgquema 9. Mecanismo propuesto para la formacion de D.

La reactividad de las sapogeninas espirostanicas de la serie (25R) es muy
variada ya que interviene en ella tanto la estereoquimica de los diferentes centros
quirales como la reactividad de los grupos funcionales en el esqueleto esteroidal,
debido a esto en nuestro grupo de trabajo estamos interesados interés en el
estudio de estos compuestos espirostanicos con diferentes acidos de Lewis.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la regio y estereoselectividad de la apertura de la 22-ceto-23-
espirobotogenina frente al tratamiento con TiCl,.

o = 0O

TiCly / Ac,0
> 7

CH,Cl, 1.5 h. t.a.

5.2 Objetivos especificos

Obtener la 23-cetobotogenina via oxidacion de Barton.

-
>
>
>
>

Obtener la 22-ceto-23-espirobotogenina a partir de las 23-cetobotogenina.
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%,
%,
3

Estudiar el comportamiento quimico de la 22-ceto-23-espirobotogenina
frente a la catdlisis con TiCl,. Con los resultados obtenidos evaluar la regio y

estereoselectividad de la apertura bajo estas condiciones.

%,
%,
”

(o]

o, ,,’

TiCl,
.2

Para el o los nuevos compuestos, asignar la estereoquimica y asignacion

estructural mediante los datos espectroscopicos de RMN, IR y HRMS.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo a los objetivos planteados, el acetato de botogenina (1) se
oxidd en condiciones de Barton con NaNO3 y BF3 en acido acético glacial durante
1h 30min, después de la purificacion del crudo de reaccion mediante
cromatografia en columna, se obtuvo el compuesto (2) con un rendimiento de
42%, su asignacion se realiz6 por comparacion con los datos espectroscopicos

previamente reportados en nuestro grupo de trabajo®*®

para después llevar a
cabo su isomerizacion con BFzOEt, y acido férmico. La 22-ceto-23
espirobotogenina (3) se obtuvo en un rendimiento del 45% a partir de la

metodologia mostrada en el esquema 9.

NaNO, / BF;-OEt,
CH;COOH 1.5h

Esquema 9. Preparacion de la 22-ceto 23-espirobotogenina (3).
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CH,-19
CH,-18

CH.-21
tH_-27

H-26 ax H-20

N MM
A
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»

3
H-26 a - H-20
H-6 4.3 H-16 H-26b

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

3.2
f1 (ppm)

1
Figura 8. Espectros de RMN H (400 MHz) de los compuestos 2y 3 en CDCIS.
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En la figura 8 se muestra el espectro de *H de los compuestos 2 y 3, en los
gue se puede observar que uno de los cambios mas significativos en el derivado 3
son los hidrégenos diastereotopicos H-26a y H-26b que por formar parte de un
anillo de cinco miembros aparecen como dos sefiales doble de dobles con (Jgem =

Jo6a-25 = 7.6 HZ) Y (Jgem = J26b-25 = 8.5 Hz) en 4.15 ppm y 3.54 ppm respectivamente

Posteriormente la 22-ceto-23-espirobotogenina (3) se hizo reaccionar con
TiCl; en diclorometano desde 0°C hasta temperatura ambiente durante 1.5 h.
(Esquema 10). Encontrando que en estas condiciones el compuesto 3, produce el
derivado colestanico 4 en 33%, y el nuevo compuesto 5 en 27% de rendimiento

respectivamente.

",

TiCl, / (CH3CO),0
_ >

CH,Cl, 1.5 h (0°C" t.a.) ©

Esquema 10. Apertura regioselectiva del compuesto 3.

La asignacion del compuesto 4 se realizé6 por comparacion con los datos

espectroscopicos previamente reportados en nuestro grupo de trabajo.>

En la figura 9 se muestra el espectro de RMN *H de 4 en el que se observa
la presencia de las dos sefales dobles en 5.68 ppm (J24.25 = 9.3 Hz) y 5.42 ppm (J
= 5.2 Hz) caracteristicas de los hidrégenos vinilicos H-24 y H-6 respectivamente.
Ademas los hidrégenos diasterotopicos de la posicion 26 también se observaron
como una sefial multiple en 3.96 ppm confirmando la apertura del anillo F de la

cadena terminal.
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26-OCOCH;,
3’-OCOCH;3
Humedad
CH5-19
CH5-18
CHL-21 |CHs-27
H-24
2H-26
H-11
H-6 H-3 H-16 H-25 H-20 H-7
N M R WM L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

f1 (ppm)

Figura 9. Espectro de RMN *H (400 MHz) para 4 en CDCls.
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La asignacion del nuevo compuesto 5 se realizO con ayuda de los
siguientes datos espectroscépicos. El espectro de RMN de *H (Figura 10) mostré
una sefial doble en 5.42 ppm (J2 = 4.7 Hz) que se asigno al H-6., en 4.67 ppm y
4.58 ppm se observaron las dos sefiales multiples asignadas a H-16 y H-3
respectivamente. Ademas los hidrégenos diasterotépicos de la posicion 26 se
observaron como una sefial multiple en 3.92 ppm confirmando la apertura del
anillo F de la cadena terminal. También se confirmo la presencia de las sefiales de
los metilos cuaternarios CH3-18 y CH3-19 en 1.18 ppm y 1.12 ppm
respectivamente asi como los metilos secundarios CH3-21 y CH3-27 en 1.01 ppm y

0.93 ppm.

En su espectro de RMN de *3C de 5 (Figura 11) se observaron las 31
sefiales esperadas, dentro de las que destacan 2 sefiales caracteristicas de
grupos carbonilos en 213.7 ppm y 208.1 ppm asignadas a los C-12 y C-22, con
ayuda del experimento de HMBC. Las dos sefales de los carbonilos de acetato
sustituidos en C-26 y C-3 se asignaron en 171.9 ppm y 171.3 ppm y también
fueron asiganadas con el experimento HMBC. El resto de los carbonos se asigno

con los experimentos HSQC y HMBC.

Con ayuda del experimento DEPT se contabilizaron un total de seis metilos,

ocho metilenos, nueve metinos y ocho carbonos cuaternarios.
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23-OH-Botogenina/Proton

26"-OCOCH;

3"-OCOCHjs
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CH5-21
. H-7
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2H-26
H-6 H-3 H-2 H-1 w \

3| T
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Figura 10 . Espectro de RMN *H (400 MHz) de 5 en CDCls.
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Figura 11. Espectro de RMN **C (100 MHz) de 5 en CDCls.
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En el experimento HSQC (Figura 12) se logré asignar las siguientes
sefales mediante correlacion heteronuclear: C-6 en 122.6 ppm con el H-6 en 5.42
ppm, los carbonos unidos a oxigeno C-16 en 82.9 ppm con H-16 en 4.67 ppm, C-3
en 73.7 ppm con H-3 en 4.58 ppm y C-26 en 68.6 ppm con la sefial multiple en
3.92 ppm que integra para dos protones. El C-17 en 53.1 ppm y C-24 en 39.5 ppm
con los protones H-17 en 2.70 ppm y H-24 en 2.79 ppm respectivamente. Los
carbonos C-19 en 18.9 ppm y C-18 en 16.0 ppm con los CH3-19 en 1.12 ppm y
CH3-18 en 1.18 ppm asi como los C-21 en 13.2 ppm y C-27 en 16.9 ppm con el
CHs3-21 en 1.01 ppm, y CH3-27 en 0.93 ppm respectivamente, el resto de las

sefales se asignd de la misma manera.

En la (Figura 13) se muestra el espectro COSY, de 5 el cual fue de gran
utilidad para asignar algunos hidrégenos mediante correlaciones homonucleares
por ejemplo el H-17 en 2.70 ppm mostro correlaciones con los protones H-20 en
2.21 ppm y H-16 en 4.67 ppm. Los dos H-26 en 3.92 ppm correlacionaron con el
H-25 en 2.44 ppm; también se observo la correlacion del H-16 en 4.67 ppm con
los dos hidrégenos diastereotdpicos de la posicion 15 localizados en 2.12 ppm y

1.61 ppm respectivamente.

En el espectro de infrarrojo (Figura 16) se observé una banda de
estiramiento caracteristica de grupos hidroxilo en 3437 cm™, ademas en 1709,
cm™ se observaron dos bandas de absorcién asignadas a los grupos carbonilos en
C-12, y C-22 respectivamente.

El espectro de masas de alta resolucion (Figura 17) para este compuesto
mostr6 el ion molecular [M*-H,0] = 527.300330 contra una masa calculada de

544.30, confirmando el peso molecular de la estructura propuesta.
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Figura 12. Espectro HSQC de 5.
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Pagina 30

Juan Luis Cortés Munoz



27

4 6 H-3
H-6 H-16
i Mk
27 =" 23-0H-Botogenina/Noesy 1
21 — 23-0OH-Butogenina-NOESYPHSW
H-7
H-15 |
a i
H-11H-7 .
H-25 g
H-11
H-17 Q
H-24

f1 (ppm)

T ¥ T Li T T T ¥ T ¥ T T T T ] T Y T L T L T T T 4 T T
3.4 3.2 3.0 28 2.6 24 22 20 18 16 14 1.2 1.0
f2 (ppm)

Figura 14. Espectro NOESY de 5.

T T T T T T T

T T —— - .
36 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36

Juan Luis Cortés Mufioz Pagina 31



DISCUSION DE RESULTADOS [RelZ:ES VN NIkt

El experimento NOESY (Figura 14) permitido determinar la estereoquimica
relativa del nuevo centro quiral en C-23. Esto debido a que se conoce que los
hidrogenos del Me-21 se encuentran en a ya que en el espectro se observa una
correlacion a través del espacio entre el Me-21 y el hidroxilo en C-23; por lo tanto
se concluye que este sustituyente se encuentra a en esta posicion, de tal manera

que la estereoquimica para este nuevo centro quiral es 23-R.

El experimento HMBC (Figura 15) se asignaron inequivocamente algunos
carbonos cuaternarios; a continuacion se describen algunas de estas
correlaciones a larga distancia: El carbono en 213.7 ppm se asigné como C-12
debido a que correlacion6 a 3 enlaces con CH3-18 en 1.18 ppm a dos enlaces con
los hidrogenos diasterotépicos de H-11 localizados en 2.54 ppm y 2.29 ppm. Por
otra parte, para el C-22 se observo correlacion a dos, tres y cuatro enlaces con los
H-20, H-24 y H-25 localizados en 2.21 ppm, 2.79 ppm y 2.44 ppm
respectivamente. Los carbonilos de acetilo sustituidos en la posicion 26 y 3 se
asignaron en 171.9 ppm y 171.3 ppm debido a que mostraron correlacién a tres
enlaces con los H-26 y H-3 en 3.92 ppm con 4.58 ppm. La correlacién del C-5 en
140.2 ppm con el CH3-19 localizado en 1.12 ppm fue de utilidad para asignar
inequivocamente los hidrogenos de este metilo; el resto de los carbonos se asigné

de la misma manera mediante el analisis de este experimento.

Con estos resultados (Esquema 10) y haciendo un analisis de los
productos obtenidos anteriormente con el BF3-OEt, en el trabajo recientemente
reportado en nuestro grupo de trabajo®* es evidente que estos 22-ceto-23-
espirostanos forman preferentemente los derivados colestanicos provenientes de
la apertura del anillo F, sin embargo dependiendo del 23-espirostano y del &cido
de Lewis se puede favorecer la obtencién nuevos productos del reordenamiento

de la cadena lateral.

En relacion a los resultados del (Esquema 10) se abren nuevas
perspectivas para explorar la apertura del 23-espirostano 3 de botogenina con
TiCly, variando los equivalentes del acido de Lewis, tiempos y temperaturas de
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reaccion con la finalidad de evaluar si existe alguna modificacion en la relacién de

los productos de reaccion 4y 5.
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Figura 15. Espectro HMBC para 5.
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Figura 16. Espectro de IR para 5.
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7. CONCLUSIONES

La asignacion de los compuestos 2 (42 %) y 3 (45 %) se realiz6 mediante la
comparacion de los datos espectroscopicos de RMN previamente reportada en

nuestro grupo de trabajo.*

La apertura acida del 22-oxo-23-espirocetal (3) dié como resultados la
formacion del derivado colestanico 4, recientemente reportado en nuestro grupo
de trabajo y el nuevo derivado hemicetalico 5 en 33 y 27 % de rendimiento

respectivamente.

La asignacion inequivoca del nuevo compuesto 5, se realizO mediante

espectroscopia de RMN en una y dos dimensiones, IR y HMRS.

La obtencién del nuevo hemicetal 5, abre nuevas perspectivas para estudiar

las mismas condiciones de reaccidn con otras sapogeninas espirostanicas.
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8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1 Instrumentacion y equipo

Los espectros de resonancia Magnética Nuclear de (*H, **C, DEPT,
HETCOR, COSY y HMBC) se determinaron en los espectrofotbmetros Varian
Mercury Plus 400, Jeol ECA 500 y Bruker BioSpin GmbH 400 MHz. Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en (ppm) y las constantes de
acoplamiento (J) se describen en Hertz (Hz), utilizando tetrametilsilano (TMS)
como referencia interna para 'H y 3C. Todas las muestras fueron disueltas en
CDCl;. El espectro de masa alta resolucion (HRMS) fue adquirido en un
espectrometro Agilent Technologies, modelo 1100 acoplado a un cromatégrafo de
gases TOF con una fuente APCI. Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron
en los espectrémetros Thermo Scientific Nicolet iS10 usando la técnica ATR (v,
cm™). Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y
Fisher-Johns, y no estan corregidos. Los reactivos se compraron de la casa

comercial Sigma-Aldrich.

El seguimiento de las reacciones se llevd a cabo por medio de
cromatografia en capa fina (CCF), utilizando cromatoplacas (4 cm x 3 cm) de gel
de silice de 0.2 mm de espesor soportado en placas de aluminio, provistos
ademas de un factor de revelado Fs4. El revelado de las cromatoplacas se realizé
con una lampara de luz ultravioleta a 254 nm, también con una solucion de
H.SO4/agua (30% V/V).

La separacion de los productos obtenidos se realizd mediante
cromatografia en columna, empacadas con gel de silice grado (70-230 Mesh).
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8.2 Oxidacion de Ila (25R)-3B-acetoxi-espirostan-5-en-12-ona (1) con
NaNOleFg'OEtz

A una solucion de 100 mg (0.212 mmol) de (25R)-3B-acetoxi-espirostan-5-
en-12-ona (1) en &cido acético glacial (1.7 mL) se adicionaron 0.1 mL (0.87 mmol)
de BF3OEt, y 60 mg (0.87 mmol) de NaNO, en pequefias porciones durante 30
minutos, transcurrido este tiempo, la agitacion se mantuvo por 1 h adicional a
temperatura ambiente, posteriormente a la mezcla de reaccion se vertid sobre
hielo y se extrajo con CH,Cl,. La fase organica se lavd con solucion saturada de
bicarbonato de sodio (NaHCO3), se filtré sobre sulfato de sodio (Na;SO,) anhidro y
se evapor0 a sequedad. El crudo de reaccion se purific6 en una mezcla de
Hexano/AcOEt (8:2) el compuesto (25R)-3B-acetoxi-5a-espirostan-12,23-diona (2)
(43 mg, 42% de rendimiento).

8.3 (25R)-3B-acetoxi-5a-espirostan-12,23-diona (2).
21

27

/l£\ ; Propiedades fisicas: Solido blanco
o™ 3 5 Rf: 0.40 (7:3 Hexano/ AcOEt)
p.f.: 204-206 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls) 6: 5.41 (1H,m,H-6), 4.58 (2H,m,H-3,H-16),3.77 (1H, dd,
Jgem = Jogaxzsm=11.2Hz, H-26ax), 3.61 (1H,ddd, Jgem = 11.2 HZ, Jageq25ax = 4.5 Hz,
Joseqaeq = 1.3 Hz, H-26€(),2.79 (1H,m,H-20), 2.59 (2H, m, H-17, H-11ax), 2.04
(3H, s, 3-OCOCHs),1.12 (3H,s, CH3-19),1.09 (3H, s, CH3-18),1.03 (3H, d, J =7.0
Hz, CH3-21), 0.94 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-27).

RMN C (125 MHz, CDCl3) 212.9 (C-12), 201.6 (C-23), 170.5 (3'- OCOCHj3),
139.6 (C-5), 122.0 (C-6), 109.8 (C-22), 81.7 (C-16),73.4 (C-3), 65.8 (C-26), 55.9
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(C-14), 55.1 (C-13), 52.8 (C-17), 52.1 (C-9), 45.3 (C-24), 37.9 (C-4), 37.3 (C-10),
37.2 (C-11), 36.6 (C-1), 35.6 (C-25), 35.5 (C-20), 31.5 (C-7), 31.3 (C-15), 30.8 (C-
8), 27.5 (C-2), 21.4 (3-OCOCHj3), 18.9 (C-19), 17.2 (C-27), 15.7 (C-18), 13.1 (C-
21).

8.4 Preparacion de (23R, 25R)-3B-acetoxi-168, 23:23,26-diepoxi-colestan-5-
en-12,22-diona (3)

A una solucién de 400 mg (0.825 mmol) de (25R)-3B-acetoxi-5a-espirostan-
12,23-diona (2) en &cido formico (8.25 mL) se le adicioné lentamente 1.15 mL
(9.32 mmol) de BF3OEt,, posteriormente la reaccion se mantuvo en agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 4.5 h. La reaccion se extrajo con
CH,Cl, y se le hicieron 3 lavados con solucién saturada de NaHCO3, después se
filtr6 sobre Na,SO, anhidro y se evapord a sequedad para obtener 409.4 mg del
crudo de reaccion. Posteriormente el crudo se purificé en una columna empacada
con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de Hexano/AcOEt (9:1)
(180.8 mg, 45 %) del compuesto (23R, 25R)-3B-acetoxi-16B, 23:23,26-diepoxi-
colestan-5-en- 12,22-diona (3) con recuperacion de la materia prima (2) (115.8 mg,
28%).

8.5 (23R, 25R)-3B-acetoxi-168, 23:23,26-diepoxi-colestan-5-en-12,22-diona (3)

2

2
7,
2,
Z,
2
2.

18

27

Ca9Hy006

/3& 7 Propiedades fisicas: Solido blanco
¢} 3 5

4 6 Rf: 0.28 (7:3 Hexano/ AcOEt)
p.f.: 197-199 °C
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RMN de 'H (400 MHz, CDCly) &: 5.43 (1H, m, H-6), 4.59 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m,
H-16, 4.14 (1H, dd, Jgem = J26a.25 = 7.6 Hz, H-26 a), 3.54 (1H, dd, Jgem = J 26b-25 = 8.5
Hz, H-26b), 2.66 (2H, m, H-20, H-11ax), 2.42 (2H, m, H-25, H-4), 2.04 (3H, s, 3'-
OCOCHa), 1.29 (3H, s, CHz-18, 1.15 (3H, s, CHz-19), 1.14 (3H, d, J = 6.6 Hz, CH3-
21), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH3-27).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 212.3 (C-12), 212.1 (C-22), 170.4 (3 -OCOCHa),
139.5 (C-5), 121.9 (C-6), 107.6 (C-23), 75.4 (C-26), 73.3 (C-3), 71.3 (C-16), 56.5
(C-13), 53.5 (C-14), 52.7 (C-17), 48.0 (C-9), 43.8 (C-24), 40.1 (C-20), 37.9 (C-4),
37.6 (C-11), 37.4 (C-10), 36.6 (C-1), 33.4 (C-25), 32.6 (C-15), 31.5 (C-7), 31.1 (C-
8), 27.4 (C-2), 21.4 (3-OCOCHj3), 18.9 (C-19), 16.6 (C-27), 13.8 (C-18), 12.7 (C-
21).

8.6 Apertura con TiCl, del (23R, 25R)-3B-acetoxi-168, 23:23,26-diepoxi-
colestan-5-en-12,22-diona (3)

A una solucion de 100 mg (0.20 mmol) del compuesto (3) previamente
disuelto en 2.06 mL de CH,Cl, destilado y en atmésfera de nitrogeno se le
adicionaron 0.2 mL de Ac,0 (2.12 mmol) en un bafio de hielo, después se agregd
lentamente 0.12 mL de TiCl, (1.02 mmol), y la reacciéon se mantuvo 30 minutos en
bafio de hielo, transcurrido este tiempo la reaccion se dejo en agitacion magnética
a temperatura ambiente durante 1 h adicional. La extraccion se realiz6 usando
CH,Cl, como fase organica y efectuando tres lavados con una solucion saturada
de NaHCOgj;, posteriormente se filtr6 sobre NaSO, anhidro y se evaporé a
sequedad. Finalmente el crudo de reaccién se purific6 mediante cromatografia en
columna empacada con silica gel (70-230 Mesh) obteniendo en una mezcla de
Hexano/AcOEt (8:2) (66.80 mg, 33%) del compuesto (23Z, 25R)-3B,26-diacetoxi-
16pB,23-epoxi-colestan-5,23-en-12,22-diona (4) y (27%) del hemicetal (5).
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8.7 (237, 25R)-3B, 26-diacetoxi-16,23-epoxi-colestan-5,23-en-12,22-diona (4)

/”\ C31H407
3 o” 3 5 Propiedades fisicas: Cristales incoloros

4 6 Rf: 0.26 (7:3 Hexano/ AcOEt)
p.f.: 132-134°C

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 5.68 (1H, d, Joa.5 = 9.3 Hz, H-24), 5.44 (1H, m, H-
6), 4.60 (1H, m, H-3), 4.14 (1H, m, H-16), 3.99 (1H, dd, Jgem = 10.6 HZ Jzga.25 = 6.4
Hz, H-26a), 3.94 (1H, dd, Jgem = 10.6 Hz J 26a.25 = 6.5 Hz, H-26b), 2.97 (1H, m, H-
25), 2.65 (1H, dd, Jgem = J11axom= 11.3 Hz, H-11ax), 2.60 (1H, m, H-20), 2.05 (6H,
s, 3°,26"-OCOCHa), 1.31 (3H, s, CH5-18), 1.19 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-21), 1.16
(3H, s, CHs-19), 1.05 (3H, d, J = 6.9 CH3-27).

RMN de C (125 MHz, CDCls) &: 212.3 (C-12), 199.2 (C-22), 171.1 (26'-
OCOCHS3), 170.5 (3"-OCOCHz), 150.8 (C-23), 139.7 (C-5), 121.9 (C-9), 117.4 (C-
24), 78.1 (C-16), 73.4 (C-3), 67.9 (C-26), 56.7 (C-13), 53.3 (C-14), 52.7 (C-9), 47.4
(C-17), 40.1 (C-20), 37.9 (C-4), 37.7 (C-11), 37.5 (C-10), 36.7 (C-1), 32.7 (C-15),
31.6 (C-7), 31.1 (C-8), 29.6 (C-25), 27.5 (C-2), 21.5, 21.0 (3',26"-OCOCHs), 19.0
(C-19), 16.9 (C-27), 14.2 (C-18), 12.9 (C-21).

EMIE m/z (%) = 467 (M*- CHsCOO, 37), 466 (100), 451 (10), 383 (1), 178 (28),
163 (25), 145 (17), 82 (85), 69 (85).

EMHR: C31H4307 [M+H]", calculado 527.3008, encontrado 527.3007

IR v max CM™ (ATR): 2974 (CH3), 2944 (CH,), 1729 (C=0), 1704 (C=0), 1641
(C=0), 1454 (CHs), 1229 (C-0), 1028 (C-O-C).
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8.8 ( 23R)-3B,26-diacetoxi-16,23-epoxi-colestan-23a-hidroxi-5-en-12,22-diona
(5)

/K C31Hy40g
3 o” 3 5 7 Propiedades fisicas: Cristales incoloros

4 6 Rf: 0.2 ( 7:3 Hexano/ AcOEt)
p.f.: 102-104 °C

RMN de *H (400 MHz, CDCl5) &: 5.42 (1H, d, H-6; J, = 4.7 Hz. 1H), 4.67 (1H, dd, J
= 14.3, 7.8 Hz, H-16), 4.58 (1H, m, H-3), 4.12 (1H, s, ancha, OH-23), 3.92 (2H, m,
H-26a, H-26b) , 2.79 (1H, dd, J = 16.2, 4.2 Hz, H-24), 2.70 (1H, dd, J = 8.9, 6.8 Hz
H-17), 2.54 (1H, dd, J = 14.5,13.1 Hz, H-11), 2.06 (6H, s, 3’, 26"-OCOCHS), 1.18
(3H, s, CHz-18), 1.12 (3H, s, CH3-19), 1.01 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-21), 0.93 (3H,
d, J = 6.4 Hz, CH3-27).

RMN de *C (125 MHz, CDCly) & 213.7 (C-12), 208.1 (C-22), 171.9 (26'-
OCOCHjz), 171.3 (3'-OCOCHj3), 140.2 (C-5), 122.6 (C-6), 109.3 (C-23), 82.9 (C-
16), 73.7 (C-3), 68.6 (C-26), 56.1 (C-14), 55.1 (C-13), 53.1 (C-17), 52.1 (C-9), 39.6
(C-20), 39.5 (C-24), 38.0 (C-4), 37.4 (C-10), 37.3 (C-11), 36.7 (C-1), 31.6 (C-15),
31.4 (C-7), 30.8 (C-8), 28.8 (C-25), 27.6 (C-2), 21.4, 21.0 (3',26"-OCOCHs), 18.9
(C-19), 16.9 (C-27), 16.0 (C-18), 13.2 (C-21).

EMHR: [M* -H,0],= 527.300330.

IR v max M (ATR): 3426 (OH), 2963 (CHs), 2909 (CH,), 1723(C=0), 1706(C=0),
1454 (CHs), 1365 (C-H), 1236 (C-O), 1032 (C-O-C).
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10. GLOSARIO DE TERMINOS

ESPECTRO RMN. Gréfica que correlaciona la intensidad contra la frecuencia o las

n frecuencias si se trata de espectros de n dimensiones.

ESPECTRO EN DOS DIMENSIONES. Espectro de RMN en que cada sefal

depende de dos frecuencias.

MULTIPLICIDAD. Numero e intensidad relativa de las sefales debido al

acoplamiento entre espines.

DESPLAZAMIENTO QUIMICO (8) Cantidad que determina la posicion relativa de

una sefial con respecto a la frecuencia de la referencia, su unidad es ppm.

PICOS CRUZADOS. Sefiales de correlacion que se muestran en los espectros de

RMN de dos dimensiones y que dependen de dos frecuencias diferentes.

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

enlaces.

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

FRECUENCIA ALTA. Que se observa a mayor frecuencia respecto a otra sefal o

al centro del espectro.

FRECUENCIA BAJA. Que se observa a menor frecuencia respecto a otra sefial o

al centro del espectro.

ESPECTROMETRO. Instrumento empleado para realizar mediciones de

frecuencia en el espectro electromagnético, en RMN los aparatos consisten
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normalmente de un iman, un transmisor/receptor, una consola y una o mas

computadoras.

10.1 Acrénimos

Los acrénimos se utilizan de acuerdo al idioma inglés.

HRMS High Resolution Mass Spectrum. Espectroscopia de masas

alta resolucion

DEPT Distortionless Enhacement by Polarization  Transfer,

Mejoramiento sin distorsiones por medio de transferencia de

polarizacion.
COsYy COrrelated SpectroscopY, Correlacion espectroscoépica.
HMBC Hecteronuclear  Multiple-Bond  Correlation,  Correlacion

heteronuclear via multiples enlaces.

NOESY NOE Spectroscopy. Correlacion de nucleos a través del
espacio.
HSQC Heteronuclear Simple Quantum Coherence. Correlacion

heteronuclear a un enlace de distancia.

Juan Luis Cortés Mufioz Pagina 49



