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1. RESUMEN

Los esteroides son compuestos de gran interés estructural ya que muchos de estos se
utilizan como farmacos en el tratamiento de diversas enfermedades.[1] En relacién a los
esteroides conteniendo carbonilos a,f-insaturados en el anillo “A”, se conoce que son de
gran importancia ya que actlan como mensajeros quimicos regulados por el sistema
nervioso central (SNC). Otro ejemplo de esteroides conteniendo cetonas a,B-insaturadas
estd representado por hormonas sexuales como son algunas de tipo gestagenas,
progestagenas y androgenos.[2] Lo anterior resume el interés de trabajar en la obtencion
de esteroides portadores de estos grupos funcionales. El presente trabajo consistié en la
obtencion de los esteroides 2, 4 y 6 conteniendo el grupo funcional cetona a,B-insaturada
en el anillo “A” mediante oxidacion de Oppenauer, promovida en microondas; a partir de
las materias primas Diosgenina 1, Botogenina 3 y Colesterol 5. La estructura de los
productos obtenidos se analizoé y confirmé mediante Resonancia Magnética Nuclear de

una y dos dimensiones.

Al(O-i-Pr)3
Ciclohexanona i
microondas 0
1. Diosgenina X = CH, 2. Diosgenona X = CH,
3. Botogenina X =C=0 4. Botogenona X =C=0
Al(O-i-Pr)s
HO Ciclohexanona o
5. Colesterol microondas 6. Colestenona

Esquema 1. Ruta sintética para la obtencion de las enonas esteroidales 2, 4 y 6.

Palabras clave: Diosgenina, botogenina, colesterol, esteroides, oxidacion.
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1. ABSTRACT
Steroids are compounds of great structural interest since many of them are used as drugs

in the treatment of several diseases. In relation to steroids containing a-p-unsatured
carbonyls on the “A” ring, it is known that they are of great importance because they can
act as chemical messengers regulated by the central nervous system (CNS). Another
example of steroids containing ketones a-f- insatured is represented by sex hormones
such as gestagen, progestogen and androgen types. The above summarizes the interest in
working on obtaining steroids containing these functional groups. This work describes
the synthesis of steroids 2,4 and 6 containing the group a-p-unsatured ketona on the “A”
ring, by oppenauer oxidation promoted in microwave; from the starting materials
diosgenin, botogenin and cholesterol. The structure of the obtained products was analyzed

and confirmed by one-and two- dimensional Nuclear Magnetic Resonance.

Al(O-i-Pr);3
Cyclohexanone -
microwave 10)
1. Diosgenin X =CH, 2. Diosgenone X = CH,
3. Botogenin X =C=0 4. Botogenone X =C=0
Al(O-i-Pr);
Cyclohexanone
HO microwave 0
5 Cholesterol 6. Cholestenone

Scheme 1. Synthetic route to obtain steroidal enones -2, 4y 6.

Palabras clave: Diosgenin, botogenin, cholesterol, steroids, oxidation.
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2. INTRODUCCION
Las saponinas se encuentran principalmente en el reino vegetal, su nombre deriva de la

palabra latin “sapo™, que significa “jabdn”, ya que estos compuestos forman espuma
similar al jabén cuando se agitan con agua. Son moléculas estructuralmente diversas que
pueden presentar una aglicona de tipo triterpénica (30 atomos de carbono) o esteroidal
(27 a&omos de carbono). Su aglicona no polar se encuentra acoplada con una 0 mas
fracciones de monosacéaridos. Esta combinacion de elementos estructurales polares y no
polares explica su comportamiento similar al jabon en soluciones acuosas. Cuando se
encuentras libres del azicar se denominan sapogeninas; una de los ejemplos mas comunes
de estas es la sapogenina Diosgenina, ampliamente utilizada en quimica sintética y
denominada de esta manera por haber sido aislada por primera vez de la planta “cabeza
de negro” (Dioscorea macrostachya), aunque también se encuentra presente en otras
plantas como Trigonella sp., Costus sp., y Smilax sp., de todas estas especies en particular,
se obtiene la saponina Dioscina, que mediante la hidrdélisis &cida o enzimatica produce la

Diosgenina (1).

)
jan
W

HO

OH Diosgenina
Dioscina

Esquema 2. Hidrolisis de la saponina Dioscina.



Las sapogeninas esteroidales se clasifican en tres tipos de acuerdo a su estructura quimica:
colesténicas, furostanicas y espirostanicas. Estas tltimas siendo de las mas abundantes en
las plantas, por ejemplo, la Diosgenina se conoce como la primera biomolécula de la cual
se sintetizd la hormona esteroidal progesterona, con lo que México se colocd a la

vanguardia de la industria hormonal. [1][2]

HO
HO O-g-p-C6H4OCH3

0)

osw!

metil protodioscina

Dioscorea glacillima

glicésido de botogenina

Dioscorea mexicana

Figura 1. Saponinas colestanicas, furostanicas y espirostanicas.



Otro ejemplo de compuestos esteroidales conteniendo en su estructura 27 &tomos de
carbono, esta representado por el Colesterol 5. El origen de la palabra procede del griego
kole, “bilis” y stereos, “s6lido”, por haberse identificado por primera vez en los calculos
de la vesicula biliar; el sufijo “ol” indica que tiene la caracteristica de un alcohol. El
Colesterol es una molécula insipida e inodora que pertenece al grupo de los esteroides-
esteroles. Compuestos a los que generalmente se les clasifica como lipidos (grasas), los
que solamente pueden disolverse en algunas sustancias organicas como el alcohol, éter,
acetona y el cloroformo, entre otras. Esto significa que no se pueden disolver en aguay,
por lo tanto, tampoco en soluciones acuosas como la sangre; dicha propiedad no permite
que circulen por si mismos, hacia los 6rganos que los requieren, pero si lo hacen cuando
se asocian a ciertas proteinas, que son “acarreadoras” del Colesterol, los triglicéridos y

los fosfolipidos. A estas proteinas se les llama “lipoproteinas” (Figura 2) [3]

Fosfolipidos -

Apoproteinas

Figura 2. Lipoproteina. [3]

El Colesterol 5 es necesario y esta presente en todas las células de nuestro organismo, y
todas ellas pueden formarlo; se halla en altas concentraciones en el higado, la médula
espinal, el pancreas y el cerebro. La gran mayoria de las personas piensan que el
Colesterol proviene de manera exclusiva de las dietas altas en grasas (Colesterol
exogeno), pero desconocen que la mayoria de nuestros tejidos lo producen (Colesterol
enddgeno). La produccién endogena del Colesterol va de 60% a 80%; cuando la dieta es
muy rica en Colesterol, la sintesis se inhibe parcialmente, pero aun en tales condiciones
el higado sigue produciendo aproximadamente la mitad del total; por otro lado, cuando la
alimentacion esta virtualmente libre de Colesterol, la produccion ocurre a la maxima

velocidad, pero no compensa al que se obtiene de la dieta. [4]



El Colesterol 5 desempefia muchas funciones importantes e incluso vitales en el
organismo. Es componente esencial de las membranas de las células de diversas especies
animales y precursor de las principales de hormonas esteroideas; es utilizado por las
glandulas suprarrenales para sintetizar glucocorticoides, mineralocorticoides vy
andrégenos suprarrenales; es generador de los &cidos biliares que funcionan como
poderosos agentes emulsificantes, es decir, que ayudan a romper las grasas en
pequefiisimas particulas en el intestino delgado, favoreciendo asi su absorcion vy
digestion; es un precursor de la vitamina D, cuya falta produce raquitismo en los nifios y
osteomalacia en adultos; es un importante protector cutaneo debido a que, junto con otras
sustancias lipoides que, al igual que él también se depositan en grandes cantidades en la

piel, impide la absorcion de &cidos y solventes a traves de ésta. [4]

Debido a lo anterior y como consecuencia de la vasta informacion relacionada con la
reactividad quimica y aislamiento de diversas estructuras esteroidales como el Colesterol
5y las sapogeninas espirostanicas, se sabe que de forma natural las saponinas o derivados
sintéticos del Colesterol presentan funciones antimicrobianas, antifungicas o plaguicidas,
estos efectos se han asociado con su capacidad de permear las membranas de las células
[2]. En este contexto se conoce que la Diosgenina 1 tiene importancia farmacoldgica, ya
gue medicamentos esteroideos, como hormonas sexuales y corticoesteroides, se obtienen
de forma semisintética a partir de este precursor natural. En este sentido, dado que el
conocimiento de las moléculas esteroidales relacionado con su reactividad quimica
representa un pilar fundamental en el estudio sintético de nuevos farmacos, en el presente
trabajo se propuso utilizar como materia prima los esteroides, Colesterol, y las
sapogeninas espirostanicas Diosgenina 1 y Botogenina 3, para explorar la metodologia
de oxidacion de Oppenauer promovida en microondas, esto debido a que en la época
actual, el uso del microondas ha surgido como una alternativa mas amigable con el medio
ambiente en términos de ahorro energético, tiempos de reaccién y promoviendo el uso de
ciertos reactivos quimicos en menor proporcion de lo requerido en el método del

calentamiento convencional.



3. ANTECEDENTES

3.1 Microondas

Las microondas se encuentran entre la radiacion infrarroja y las ondas de radio en la
region del espectro electromagnético. Mas especificamente, se definen como aquellas
ondas con longitudes de onda entre 0.001 y 1m, que corresponden a frecuencias entre 300
y 0.3GHz. El calentamiento dieléctrico se refiere al calentamiento por radiacion
electromagnética de alta frecuencia, es decir, ondas de frecuencia de radio y microondas.
La interaccion de las particulas cargadas en algunos materiales con el campo eléctrico y
el componente de campo de la radiacion electromagnética hace que estos materiales se
calienten (Figura 3). El calor resultante de esta interaccion se debe principalmente a dos
efectos diferentes. En el caso de las moléculas polares, el componente del campo eléctrico
de las microondas hace que los dipolos permanentes e inducidos giren mientras intenta
alinearse con el campo alterno (2450 millones de veces por segundo). Este movimiento
molecular genera friccion entre las moléculas giratorias y, posteriormente, la energia se

disipa como calor (polarizacion polar). [5]

Figura 3. Reactor de microondas.

El uso de microondas como método de irradiacion de energia ha ido ganando popularidad
en diversas areas del conocimiento, estas técnica se utilizé principalmente en el area de
quimica inorganica y ciencias de los materiales, a mitad de los afios 80°s comenzo a
utilizarse en el rea de quimica organica [6] esto tuvo un gran éxito debido a sus bondades,
que hasta hoy en dia siguen aprovechandose para mejorar procesos Yy rutas sintéticas,
como son: reduccién del tiempo de reaccién, 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[7]; estas

caracteristicas de interés son resultado del fenémeno 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 reaccién por fendmenos de conduccion y
conveccion, la absorcion y transmision de energia de microondas permite un
calentamiento interno de la mezcla de reaccién de manera homogénea, por lo tanto, se

genera un calentamiento mas eficiente y mas rapido. [8]

3.2 Diosgenina como gran potencial médico

En estudios recientes se ha puesto a prueba la efectividad de la Diosgenina 1 (saponina
esteroide extraida también de la raiz del fiame silvestre “Dioscorea villosa), estudiando
el efecto de esta saponina en la osteogénesis de las células osteoblasticas murinas
MC3T3-E1. Las células se cultivaron con diferentes niveles de Diosgenina 1(0-10uM)
dentro de los 25 dias posteriores al periodo de formacion osea. Encontrandose que la
Diosgenina estimula la proliferacion osea dentro del rango de 0.01-5 utilizando un ensayo
MTT [(reduccion metabolica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) realizada por la enzima succionato-deshidrogenasa en un compuesto
coloreado de color azul (formazan)]. El aumento en la concentracion del colageno tipo 1
y la fosfatasa alcalina (ALP) que son las principales proteinas de la matriz osea, utilizando
una concentracion de 0-3uM, confirmando el patron con una tincion del colageno y ALP
de la matriz extracelular (EMC). [5]

También destacando su potente accion farmacoldgica y su participacion en los
mecanismos subyacentes de las acciones. Ha demostrado una amplia gama de actividades
farmacoldgicas en estudios preclinicos. Presentando efectos anticancerigenos, protectores
cardiovasculares, antidiabéticos, neuroprotectores, inmunomoduladores, estrogénicos y
protectores de la piel, principalmente en inducir la apoptosis, suprimir la transformacion
maligna, disminuir el estrés oxidativo, prevenir eventos inflamatorios, promover la
diferenciacion/proliferacion celular y regular la respuesta inmune que interfiere con las
vias de muerte celular y sus reguladores para inducir la apoptosis. La Diosgenina 1
antagoniza la metastasis tumoral modulando la transicién epitelial-mesenquimatosa y el
citoesqueleto de actina para cambiar la motilidad celular, suprimiendo la degradacién de

la barrera de la matriz. [9]

3.3. Importancia y avances del microondas en Sintesis Organica



En el area de quimica orgénica las microondas han sido usadas en los ultimos 10 afios
para extraccion, sintesis organica y en menor extension sintesis inorgénica. En términos
de intensificacion las microondas han sido muy Utiles para hacer eficientes la entrega de

energia en el reactor, siempre y cuando se cumplan algunos requisitos, entre ellos:

e Homogenizacién del campo eléctrico
¢ Disefio Optico en geometria del reactor

e Control de la temperatura y la presion dentro del reactor

Una de las aplicaciones mas difundidas es el empleo de las microondas y vacio para secar
alimentos y productos farmacéuticos a bajas temperaturas.

Otra posibilidad que se esta explorando es la combinacion de microondas y ultrasonido.
Ya que la combinacion de estas energias en cierto sentido es complementaria y pueden
mejorar un gran namero de reacciones para sintesis, extraccion de productos naturales y

preparacion de muestras para analisis quimico.

En cuanto a las diferentes modalidades de aplicacion de las microondas se pueden incluir:
la sintesis en solucion, la sintesis en fase solida, y ganando popularidad rapidamente la

sintesis empleando soportes sélidos y sintesis de polimeros.

Especificamente en quimica organica, la radiacion por microondas se ha implementado
en distintos tipos de reacciones, como son las condensaciones, oxidaciones, reducciones,
reacciones de multicomponentes, de Grignard, etc.; siendo aplicada como método
extractivo, ganando relevancia en la obtencién de polimeros [10]. Las microondas
también han sido aplicadas en la obtencidn de sistemas hibridos involucrando distintas
biomoléculas; al disefiar estos sistemas, por lo general, se busca que posean mejores
propiedades biolégicas y que puedan aplicarse en el desarrollo de farmacos

principalmente.

Lo anterior ha originado que las aplicaciones de las microondas estén creciendo en el area

de la farmacéutica.

3.4 Uso de microondas en la sintesis de compuestos esteroidales

Se ha destacado notablemente la importancia de las microondas y su evolucion en sintesis

organica [10], sin embargo, a pesar de los grandes avances que se tienen a la fecha; la



reactividad de diversos tipos de estructuras orgénicas ha sido explorada en mucha menor
proporcién frente al uso de esta técnica, dentro de estas se puede citar la aplicacion de
MO en la sintesis de compuestos esteroidales, en este contexto, haciendo una bisqueda

en la literatura encontramos algunos ejemplos que se describen a continuacion.

Anselmo-Martinez y su grupo de investigacion, implementaron el uso de microondas
dentro de una ruta de sintesis para la obtencidn de azaesteroides a partir de Diosgenina 1
(esquema 3). El derivado 4-azaesteroide se prepard a partir de la cetona o, B-insaturada
2. Después de una etapa de oxidacion seguida por una apertura del anillo A para formar
el intermediario 12, lograron la ciclacién para la incorporacion del heterodtomo dentro
del ndcleo esteroidal de 12, esto a través de microondas en un rendimiento casi
cuantitativo (94%) en comparacion con otros descritos en calentamiento a reflujo (43%-
79%), ademas de que el tiempo en reaccion se redujo notablemente, de 4 ha 3 min.

PCC
CaCO;,
DCM, reflujo
N, 5h

NH,0Ac
AcOH

M.O, 180°C
3 min

Esquema 3. Sintesis de 4-azaesteroides a partir de Diosgenina 1.

Un ejemplo de reacciones tipo multicomponente donde se utilizan microondas para la
sintesis de conjugados esteroidales con aminoacidos, Preetismita-Borah y colaboradores
en el afio 2015 [11], describieron una reaccién de tipo Ugi de 4 componentes asistida por

irradiacion en microondas; obtuvieron el producto 15 en rendimientos considerables (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 15 en menor tiempo
de reaccion (esquema 4), por lo que con este ahorro en tiempo y energia los autores

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

O

OH
- OH

o PFA, Et;N, BaNC
+ H;C
j)J\ocm .HCl ___MeOH
. , NH, MO, 15 min
HO OH HO

14

13

Esquema 4. Sintesis de conjugados esteroidales con aminoacidos a partir de

microondas.

3.5 Modificaciones en el anillo A

En el afio 2010 Madan G. y colaboradores describieron que las modificaciones del nucleo
esteroidal, generalmente, resultan en la alteracion de su actividad biologica. El estudio
sobre estos esteroides pentaciclicos recibi6 mucha atencién y resultd ser un area
emergente debido a sus posibles actividades GABA moduladoras, anestésicas y
actividades antitumorales. La modificacion del anillo A provee nuevos analogos de
hormonas esteroidales que contienen un anillo de 6 miembros. Por otro lado, los derivados
de benceno funcionalizados con un grupo amino entre dos grupos nitrilo poseen
importantes propiedades bioldgicas, como antileishmania y son interesantes
intermediarios sintéticos (Esquema 5). La utilidad de la energia de microondas no
convencional en la quimica organica sintética se reconoce cada vez mas en los ultimos
afios. Las reacciones heterogéneas de fase sélida promovidas por microondas son
metodologias de reaccidn ambientalmente benignas. Tienen mayor selectividad,

rendimientos mejorados y productos mas limpios [12]



NaOMe

Al,O5 (basico) NC
+ CHy(CN), MO

17

Esquema 5. Modificaciones en el anillo A.

3.6 Sintesis de enonas esteroidales
La oxidacion del anillo B de compuestos esteroidales es de gran interés dado que

numerosos productos con diversas funciones bioldgicas han sido descritos. Se ha
reportado que esteroides conteniendo el anillo B oxidado tienen propiedades

anticancerigenas.

Para obtener una enona en el anillo B del nicleo esteroidal, regularmente se inicia con la
proteccion del grupo hidroxilo del carbono 3 (comunmente esterificacion) utilizando
anhidrido acético o cloruro de benzoilo, este Gltimo a menudo se prefiere ya que los
productos benzoato esteroidal pueden ser mas facil de aislar mediante recristalizacion en
acetona y agua, que los acetatos esteroidales. Esta esterificacion es necesaria porque
muchos oxidantes y catalizadores convierten el grupo hidroxilo del carbono 3 en una

cetona.

Debido al interés en la quimica verde o quimica ambiental, los quimicos han cuestionado
el uso de los catalizadores, esto como resultado de las preocupaciones ambientales y de
salud, motivando a la busqueda de nuevos catalizadores. En este sentido a partir de los
catalizadores a base de cromo, la siguiente fase explorada en la oxidacion alilica de
esteroides se manifestd a través de catalizadores metalicos mas respetuosos con el medio
ambiente que utilizan TBHP (hidroperdxido tert-butilico) como donador de oxigeno,
varios métodos reportaron la oxidacién esteroidal sin ningun catalizador metalico usando
el clorito de sodio e hipoclorito de sodio. También se ha descrito la oxidacion alilica con

TBHP y complejos de vanadio (Tabla 1).

De esto la importancia de identificar el TBHP usado en las reacciones de oxidacion alilica,
ya que comparten un mismo intermediario, el segundo mecanismo es via la oxidacion con
reactivos de cromo, esto es un complejo de cromo y un ligando que contienen un grupo

funcional, preferentemente una amina. [13]
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Tabla 1. Oxidacion alilica del Colesterol.

Catélisis, reactivos, solventes y TBHP usado Fecha de reporte Rendimiento
condiciones como
catalizador si/no
Rh,(cap),, DCM(DCE), t.a, 20 h Si 2007 63%
NaOClI, DCE, 4°C, 10 h Si 2004 68%
Sustrato: DHEA
Rh,(cap),DCE, 40°C,20 h Si 2007 74%
CrO;/NHPI activado, DCM;t.a, Si 2009 67%
58 h

BiCl;, acetonitrilo, 70°C, 28 h Si 2005 80%

En el afio 2008 se describid la obtencién del compuesto 21 via un intermediario enona
19, que se obtuvo mediante oxidacion de Opennauer; la sintesis de 21 es interesante ya
que éste compuesto se acopla a las quinasas, proteinas que catalizan la fosforilacion de
los residuos de tirosina, y estas enzimas estan involucradas en las vias de sefializacion
celular y regulan las funciones celulares clave, como la proliferacién, diferenciacion, la

sefalizacidn antiapoptotica y el crecimiento de la neuritis. [14]
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4a-j, 6a-i, 8a-g

111

Esquema 6. Procedimiento general para la preparacion de la 3", 8"disustituido-5"-
deazacoleste-2, 4- dieno (2,3-g) piridina-2", 4°(3"H, 8"H) dionas reactivos y condiciones:
(1) Al(i-PrO)4, acetona, tolueno, 85°C, 8 h, 79%; (ii) HCOOEt, NaH, tolueno, durante 3
dias a temperatura ambiente, 92”; (iii) 0.01 equiv p-TsOH, Ph,°, 180°C, 45min.

3.7 Preparacion de Esmilagenina

Mas recientemente a partir de la Diosgenina 1 se llevo a cabo la oxidacion de Oppenauer
para obtener la Diosgenona 2, que mediante una subsecuente hidrogenacion catalitica
seguida de la reduccién del grupo hidroxilo en C-3 con borohidruro de sodio, produce el
producto natural Esmilagenina 23. Cabe destacar que las condiciones de Oppenauer
utilizadas en esta sintesis la describen mediante el método de calentamiento convencional,

por lo que esta reaccion procede en un mayor tiempo de reaccion, 6 horas. [15]
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22 23 Esmilagenina

Esquema 7. Preparacion de la esmilagenina 23.

(a) Ciclohexanona, Isopropoxido de aluminio, Tolueno, 100C, 6h; (b) H,, Pd/C,
MeOH, 60C, 4h; (c) NaBH,, THF, r.t, 2h.

En nuestro grupo de trabajo en los dltimos afios se ha trabajado en la exploracion de
diversas modificaciones en la cadena lateral de las sapogeninas espirostanicas,
contribuyendo con diversas alternativas sintéticas para la obtencién de analogos de
productos naturales de interés biologico. Con el objetivo por la basqueda de implementar
nuevas estrategias sintéticas con el uso de microondas, el desarrollo de este proyecto
consistio en evaluar la reactividad de la oxidacion alilica de diferentes sustratos
esteroidales bajo irradiacion microondas. Esto también para contribuir con métodos
guimicos mas amigables con el medio ambiente y de utilidad en el area de la quimica

verde.
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4. JUSTIFICACION

La sintesis de compuestos esteroidales es de gran utilidad debido al uso de éstos como
farmacos en diversos tratamientos que van desde antitumorales, antiinflamatorios,
antibacterianas, antiproliferativas, citotdxicas, entre otras, beneficiando de esta manera al
ser humano. Estas actividades bioldgicas a menudo son atribuidas a las diferentes
funcionalizaciones en el ntcleo esteroidal, lo que ha propiciado el interés por el desarrollo
de nuevas metodologias sintéticas que promuevan la formacién de estructuras en

condiciones de reacciones suaves y amigables con el medio ambiente.

5. HIPOTESIS

Los esteroides de estructura como la Diosgenina 1, Botogenina 3 y el Colesterol 5,
presentan el grupo 3-OH y un doble enlace en los carbonos 5 y 6 que permitira la

obtencion de las cetonas a,B-insaturadas en el anillo A via oxidacion.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Realizar la oxidacion de Oppenauer de la Diosgenina 1, Botogenina 3 y Colesterol 5 en

microondas.

6.2 Objetivos especificos

Optimizar las condiciones de reaccion para obtener las cetonas a,B-insaturadas via
oxidacién de Oppenauer en microondas.

Aislar y caracterizar mediante métodos espectroscopicos las cetonas «,f-insaturadas 2, 4

y 6.

14



7. PARTE EXPERIMENTAL
7.1. Instrumentacion y equipo

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en los espectrometros Thermo Scientific
Nicolet iS10 usando reflectancia total atenuada (d, cm™). Los puntos de fusion se
determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan corregidos. Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear de (*H, y *C) se determinaron en un espectrofotdmetro
Varian Mercury Plus 400 MHz. Los desplazamientos quimicos (d) se expresan en (ppm)
y las constantes de acoplamiento (J) se describen en Hertz (Hz); se utiliz6 tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna para *H y *C. Todas las muestras fueron disueltas en
CDCls. Los reactivos se compraron de la casa comercial Sigma-Aldrich.

El seguimiento de las reacciones se llevo a cabo por medio de cromatografia en capa fina
(CCF), utilizando cromatoplacas (4 cm x 2 cm) de gel de silice de 0.2 mm de espesor
soportado en placas de aluminio, provistos ademas de un factor de revelado F254 usando
como fase movil Hexanos/AcOEt (7:3). El revelado de las cromatoplacas se realizé con
una lampara de luz ultravioleta a 254 nm, también con una solucién de H.SO4/agua (30%
VIV).

La separacion de los productos obtenidos se realizé mediante cromatografia en columna,
empacadas con gel de silice grado (70-230 Mesh) y utilizando como eluyente mezclas de
Hexanos/AcOEt.

7.2. Oxidacion de Oppenauer de la (25R)-espirostan-5-en-34-ol (1) en microondas

En un tubo de ensayo provisto de agitacion magnética se adicionaron 300 mg de
Diosgenina 1 (0.24118 mmol) y 98.522 mg de isopropdxido de aluminio, posterior a esto
se le agregaron 2.5ml de ciclohexanona. Enseguida se cerrd, para llevarse al reactor de
microondas durante 20 minutos a una temperatura de 200°C y 200W, pasado el periodo
de reaccion se precedié a hacer una extraccion con cloruro de metileno y solucién
saturada de bicarbonato de sodio, repitiendo 3 veces para neutralizar el &cido.
Posteriormente se pas6 por un filtro con Na,S0, anhidro y se llevé a sequedad.

Finalmente el crudo de reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna
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empacada con silica gel (70-230mesh) obteniendo en una mezcla Hexanos/AcOEt (9:1)

75.998 mg del compuesto 2 en 76% de rendimiento.

El compuesto 2 de formula Co7H4003, se obtuvo en forma de sélido blanco, con punto de
fusion 190-192 °C, Lit. (188-190 °C)'’, Rs: 0.58 (7:3 Hexanos/AcOEt); RMN H (400
MHz, CDCls) 5: 5.73 (1H, s, H-4), 4.41 (1H, m, H-164), 3.48 (1H, m, H-26ec), 3.37 (1H,
t, J=10.9 HZ, H-26ax), 1.20 (3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, J= 6.9 Hz, CH3-21), 0.82 (3H,
s, CHz-18), 0.79 (3H, d, J= 6.3 Hz, CH3-27); RMN 3C (100 MHz, CDCls) §: 199.4 (C-
4), 171.1 (C-5), 123.8 (C-4), 109.2 (C-22), 80.5 (C-16), 66.8 (C-26), 61.9 (C-17), 55.5
(C-14), 53.6 (C-9), 41.5 (C-20), 40.3 (C-12), 39.5 (C-13), 38.5 (C-10), 35.6 (C-8), 35.1
(C-1), 33.9 (C-2), 32.7 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6 (C-15), 31.2 (C-23), 30.2 (C-25), 28.7 (C-
24), 20.7 (C-11), 17.3 (C-19), 17.0 (C-27), 16.3 (C-18), 14.4 (C-21).

7.3. Oxidacion de Oppenauer de la (25R)-espirostan-5-en-34-ol-12-ona (3) en
microondas

En un tubo de ensayo provisto de agitacidbn magnética se adicionaron 100 mg de
Botogenina 3 (0.233 mmol) y 98.18 mg de isopropoxido de aluminio, posterior a esto se
le agregaron 2.5ml de ciclohexanona. Enseguida se cerrd, para llevarse al reactor de
microondas durante 20 minutos a una temperatura de 200°C y 200W, pasado el periodo
de reaccion se precedié a hacer una extraccion con cloruro de metileno y solucién
saturada de bicarbonato de sodio, repitiendo 3 veces para neutralizar el acido.
Posteriormente se pasdé por un filtro con Na,S0, anhidro y se llevd a sequedad.

Finalmente el crudo de reaccion se purificO mediante cromatografia en columna



empacada con silica gel (70-230mesh) obteniendo en una mezcla Hexanos/AcOEt (9:1)
62.1223 mg del compuesto (25R)-espirostan-4-en-3, 12-diona (4) en 62.5% de

rendimiento.

El compuesto 4 de formula C»7H3304 se obtuvo en forma de solido blanco, con punto de
fusion 255-257 °C, Rr: 0.18 (7:3 Hexano/AcOEt); RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 5.78
(1H, s, H-4), 4.36 (1H, m, H-16«), 3.50 (1H, m, H-26ax), 3.35 (1H, t, J = 10.9 Hz, H-
26ec), 1.28 (3H, s, CH3-19), 1.11(3H, s, CHz-18), 1.07 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHs-21), 0.80
(3H, d, J = 6.3 Hz, CH3-27); RMN C (100 MHz, CDCls) 8: 211.9 (C-12), 198.7 (C-3),
168.4 (C-5), 124.6 (C-4), 109.2 (C-22), 78.9 (C-16), 66.8 (C-26), 54.7 (C-14), 54.7 (C-
13), 54.3 (C-17), 54.2 (C-9), 42.1 (C-20), 38.6 (C-10), 37.0 (C-11), 35.2 (C-1), 34.3 (C-
2), 33.6 (C-6), 32.3 (C-7), 30.1 (C-25), 28.6 (C-24), 17.0 (C-27), 16.7 (C-19), 15.8 (C-
18), 13.1 (C-21). LC-ESI-M/S (%0): 427.3 (M" +H, 100), 485.4 (10), 468.4 (15), 428.3
(29).

7.4. Oxidacion de Oppenauer del (35)-cholest-5-en-3-ol (5)

En un tubo de ensayo provisto de agitacidbn magnética se adicionaron 100 mg de
Colesterol 5 (0.258 mmol) y 105.39 mg de isopropoxido de aluminio, posterior a esto se
le agregaron 2.5ml de ciclohexanona. Enseguida se cerrd, para llevarse al reactor de
microondas durante 30 minutos a una temperatura de 200°C y 200W, pasado el periodo
de reaccion se precedié a hacer una extraccion con cloruro de metileno y solucién
saturada de bicarbonato de sodio, repitiendo 3 veces para neutralizar el &cido.

Posteriormente se pas6 por un filtro con Na,S0, anhidro y se llevé a sequedad.



Finalmente el crudo de reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna
empacada con silica gel (70-230mesh) obteniendo en una mezcla Hexanos/AcOEt (9:1)

72.32 mg del compuesto 6 en 72.5% de rendimiento.

El compuesto 6 de formula C27H440 se obtuvo en forma de sélido blanco, Ry: 0.73 (7:3
Hexano/AcOEt), con punto de fusion 76-78 °C, Lit. (78-79 °C)*; RMN H (400 MHz,
CDCls) 6: 5.72 (1H, s, H-4), 1.17 (3H, s, CH3-19), 0.89 (3H, d, J=6.5 Hz, CH3-21), 0.87
(3H, d, J= 1.6 Hz, CH3-27), 0.86 (3H, d, J= 1.6 Hz, CH3-26),0.69 (3H, s, CH3-18); RMN
13C (100 MHz, CDCls) &: 199.7 (C-3), 171.8 (C-5), 123.5 (C-4), 55.9 (C-17), 55.7 (C-
14), 53.7 (C-9), 42.2 (C-13), 39.5 (C-12), 39.3 (C-24), 38.5 (C-10), 36.0 (C-22), 35.6 (C-
1), 35.5 (C-20), 35.4(C-8), 33.8 (C-2), 32.8 (C-6), 31.9 (C-7), 28.0 (C-16), 27.9 (C-25),
24.0 (C-15), 23.7 (C-23), 22.7 (C-27), 22.4 (C-26), 20.9 (C-11), 18.5 (C-21), 17.2 (C-19),
11.8 (C-18).



8. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1. Oxidacion de Oppenauer de los esteroides 1, 3y 5.

En relacion a la sintesis de la Diosgenona 2, y Colestenona 6, se conoce que estas han
sido descritas mediante la oxidacion de Oppenauer y calentamiento convencional, sin
embargo, en estas condiciones los tiempos van de 4 a 6 h para el caso de Diosgenina 1;
mientras que la oxidacién de la Botogenina 3 se ha reportado via el uso de reactivos como
acetona/Nal y Brz, Zn en tiempos de 7 a 12 h. En el caso de la oxidacion de Oppenauer
de la Diosgenina 1, cabe sefialar que en nuestro grupo de trabajo se reportd una nueva
modificacion a las condiciones descritas[16], destacando la obtencion de la cetona a,[3-
insaturada 2, en menor tiempo de reaccion (30 min) y calentamiento convencional, sin
embargo, bajo esas condiciones se utilizaba ciclohexanona en exceso (121 eq.), lo que
dificulta el proceso de purificacion del crudo de reaccion, en el que a menudo se tienen
varias fracciones en mezcla del producto 2 con este reactivo, llevando a la realizacion de
varias purificaciones subsecuentes para la eliminacion de la ciclohexanona. Con estos
antecedentes, decidimos explorar la oxidacion de la Diosgenina 1 en MO. Para esto la
Diosgenina 1 se hizo reaccionar en condiciones de Oppenauer, disminuyendo la cantidad
de ciclohexanona, pasando de 121 eq. a 37 eq. (Esquema 8) Los resultados de los ensayos

se muestran en la tabla 2.

Al(O-i-Pr)3 (2 eq)

Ciclohexanona (37 eq)
MO

HO

Esquema 8. Obtencion de Diosgenona 2 en microondas.

19



Tabla 2. Condiciones de reaccion ensayadas en MO para la obtencion de 2.

Ensayo Materia prima Tiempo Temperatura Rendimiento de 2
1
1 100 mg 30 min 100 °C Trazas
2 100 mg 40 min 150 °C 51 %
3 100 mg 20 min 200 °C 2%
4 300 mg 20 min 200 °C 65 %
5 100 mg 10 min 250 °C 84 %
6 300 mg 20 min 250 °C 80 %

Con los datos de la tabla 2, se observd que conforme se incrementa la temperatura, el
compuesto 2 se obtiene en mayor rendimiento, los ensayos también se hicieron
aumentando la escala del uso de la materia prima, encontrando que habia ligera variacion
en términos de rendimiento y tiempo cuando la reaccion se realizaba a una escala mayor,
por lo que con estos datos, se considerd deseable preparar el compuesto 2 a escalas de
100 mg de materia prima y en las condiciones de reaccion del ensayo 3, que si bien el
rendimiento era un poco mas bajo en comparacion con el ensayo 5, la reaccion se podia
realizar a menor temperatura y tiempo de reaccion, en comparacion con la metodologia
descrita por Flores-Abad[16], adicionalmente el uso de un menor nimero de equivalentes

de ciclohexanona, permiti6 facilitar la purificacion del crudo de reaccion.

La asignacion estructural del compuesto 2 se realizé por comparacion con la RMN de*H
y 13C de Diosgenina 1 (Figura 4 y 5). Los datos coincidieron con los descritos por Flores-

Abad para Diosgenona 2.
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ppm
Figura 4. Comparacion de los espectros de RMN de *H (400 MHz) de Diosgenina 1 y Diosgenona 2 en CDCls.
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Figura 5. Espectro de RMN de *C (100 MHz) de Diosgenona 2 en CDCls.



Enrelacién a la oxidacién del Colesterol 5 para obtener la enona 6 (Esquema 9), se conoce
que esta ha sido descrita por varios métodos, por ejemplo, en el 2019 [16] en nuestro
grupo de trabajo se encontré que mediante la oxidacion de Oppenauer de 5, a reflujo
durante 1 h, se lograba obtener 6 en buenos rendimientos, con base en esos antecedentes
y teniendo en cuenta los resultados de la Tabla 2, se procedid a realizar la oxidacion de
este, en las condiciones estandarizadas en microondas para la obtencion de la Diosgenona
2 (tabla 2, ensayo 3); para ello 5 se hizo reaccionar segun el esquema 10, logrando obtener
la enona 6 en rendimientos del 72%, a diferencia del caso de la oxidacion de Diosgenina,

para el Colesterol se requirieron 30 minutos de reaccion (Tabla 3, ensayo 1).

Al(O-i-Pr); (2 eq) w
Ciclohexanona (37eq) O
6

MO 200°C

Esquema 9. Obtencion de la enona 6.

Tabla 3. Condiciones de reaccion ensayadas en MO para la obtencion de 6.

Ensayo Materia prima Tiempo Temperatura Rendimiento del
5 producto 6
1 100 mg 30 min 200 °C 2%
2 300 mg 30 min 200 °C 54 %
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Figura 6. Comparacion de los espectros de RMN de *H (400 MHz) de Colesterol 5 y colestenona 6 en CDCls.
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Figura 7. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) de colestenona 6 en CDCls.



Una vez confirmada la obtencién de la enona del Colesterol 6, se procedi6 a explorar la
oxidacion de Oppenauer del compuesto 3 (Esquema 10), por lo cual, teniendo como
antecedente los resultados observados para la Diosgenona 2 y Colestenona 6, se procedio
a realizar las reacciones a diferentes escalas en las condiciones mostradas en la tabla 4,
observando que el compuesto 4 se obtiene en buenos rendimientos utilizando una
temperatura de 150 °C durante 30 minutos y que ademas a menor escala del uso de la

materia prima, el rendimiento se favorece ligeramente pasando de un 65 a 72%.

z ~
<
N

O AI(0-i-Pr); (2 eq)

Ciclohexanona (37 eq)
MO 150 °C 9)

HO

Esquema 10. Obtencion de la enona 4.

Tabla 4. Condiciones de reaccion ensayadas en MO para la obtencion de 4.
Ensayo Materia prima 3 Tiempo Temperatura Rendimiento
1 100 mg 30 min 150 °C 2%

2 300 mg 30 min 150 °C 65 %

La obtencién del compuesto 4 se confirmd mediante el analisis comparativo de la RMN

de 'H y 3C; a manera de ejemplo en las figuras 8 y 9 se muestran los espectros.
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Figura 8. Comparacion de los espectros de RMN de *H (400 MHz) de Botogenina 3 y Botogenona 4 en CDCls.
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9. CONCLUSIONES

Se llevo a cabo la obtencion de las enonas 2, 4 y 6 mediante la oxidacién de Oppenauer
y promovida en microondas. Los compuestos se obtuvieron en buenos rendimientos,
tiempos cortos y condiciones suaves de reaccion, evitando el uso de disolventes toxicos.
La obtencion de los compuestos se confirmé mediante el analisis comparativo de laRMN
de *H y *3C con los ya reportados.

El uso de microondas para la obtencién de estos compuestos via oxidacion de Oppenauer,

representa uno de los primeros ejemplos.
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11. ESPECTROS DE INFRARROJO DE LAS ENONAS
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Figura 10. Espectro infrarrojo de Diosgenona 2.
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Figura 11. Espectro infrarrojo de Colestenona 6.






