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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la sintesis y caracterizacién estructural
de nuevos derivados esteroidales conteniendo diferentes heteroatomos como son,
nitrégeno (azaesteroide), oxigeno (oxaesteroide) y fésforo (fosfoesteroide). La
incorporacion o sustitucion de los heteroatomos se realizé en los anillos B, Cy F

del esqueleto esteroidal.

En la primera parte de este trabajo se describe y amplian los datos de la
primer sintesis de la oxaziridina espirostanica 156 a partir de diosgenina (80),
previamente reportada como parte del trabajo de maestria [89]. La sintesis de 156
es de gran interés por su potencial aplicacién en la quimica de oxaziridinas, este
compuesto se obtuvo a partir del nuevo 5,6-secoesteroide 150 que después de
cuatro etapas de reaccion produce la 6-azadiosgenina 154. Adicionalmente, se
determind que dependiendo de las condiciones de ciclizacion, se puede obtener la
6-azadiosgenina 154 como producto principal o favorecer la obtencién del 6-
azadieno 155 procedente de la pérdida del grupo protector TBDPS. Junto con
estos resultados se propuso un mecanismo que justifica la ciclacion del isocianato

153 a la 6-azadiosgenina 154.

También se realiz6 la sintesis de la lactama esteroidal (aza-homo-esteroide)
163 a partir de diosgenina (80), esto se llevd a cabo mediante una serie de 7
etapas, en la que uno de los intermediarios principales fue la obtencién del
compuesto 6-oxima 162, que mediante un reordenamiento de Beckmann, dio lugar
a la formacion de la 6-lactama 163. Esta ruta sintética se intento realizar con la
materia prima acetato de botogenina (165), aislando e identificando los
precursores 166, 167, 168 y la 6,12-dicetona 169, sin embargo, debido a
problemas relacionados con el bajo rendimiento y aislamiento del producto
deseado, no fue posible concluir la obtencion del compuesto con la funcion
lactama en el anillo B, por lo que con este antecedente se procedio a realizar la
sintesis del compuesto 175 (con el grupo funcional lactama en el anillo C) a partir
de 165; el producto se obtuvo en buenos rendimientos y cabe sefialar que esta

metodologia aun no se ha descrito.
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Adicionalmente, el 5,6-secoesteroide 150 obtenido a partir de diosgenina
(80) se hizo reaccionar con SOCI2 seguido de tratamiento con NaNs, obteniendo el
compuesto 152; en nuestro interés por obtener azaesteroides modificados a partir
de este compuesto, cuando se realizd el tratamiento reductivo con LiAlH4, se
observé que bajo estas condiciones se promueve la obtencion de los nuevos
oxaesteroides espirostanicos de estructura poco comun, 176 y 177 en
rendimientos del 29% y 22% respectivamente. Derivado de estos ultimos datos se
procedid a explorar de manera directa la reduccién de 150, encontrando que el
5,6-secoesteroide ademas de dar lugar a la formacion de los compuestos 176 y
177, también forma los derivados seco-esteroides 178 y 179, resultantes de la

reduccion de los grupos funcionales cetona en C-5y acido carboxilico en C-6.

Una serie de derivados fosfoesteroides también fueron sintetizados vy
forman parte de los resultados obtenidos durante la realizacién de una estancia de
investigacion, resultado de nuestra colaboracién con el grupo de trabajo del Dr.
JW Morzycki. Con el objetivo de obtener andlogos de fosfoesteroides
espirostanicos 187, los compuestos 183, 184 y 194 se sintetizaron a partir de la
diosgenina (80) mediante tres etapas de reaccion. La obtencion de los fosfonatos
se realiz6 empleando calentamiento convencional o microondas (MO), los
rendimientos fueron similares con ambos métodos de calentamiento, sin embargo,
difieren en los tiempos de reaccion, siendo mas cortos en el caso de MO.
Adicionalmente se encontr6 que el compuesto 194 corresponde al isémero
estructural del fosfonato 183, debido a la ciclacién con C-20. Es preciso sefialar
gue se realizaron varios ensayos en medio acido y/o basico con el objetivo de
promover la ciclacion intramolecular en el carbono espirostanico de C-22 del
fosfonato 183; sin embargo, después de diversos ensayos no fue posible
encontrar las condiciones de reaccién que promovieran el cierre de la cadena
lateral, a pesar de esto, la sintesis y estructura de estos nuevos fosfoesteroides
resulta muy interesante y especificamente el derivado 183 que es el intermediario

clave para la obtencion de nuevos esteroides fosfoespirostanicos de tipo 187.

Palabras clave: Diosgenina, azaesteroide, oxaesteroide, fosfoesteroide, esteroide.
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ABSTRACT

This work describes the synthesis and structural characterization of new
steroid derivatives containing different heteroatoms such as, nitrogen (azasteroid),
oxygen (oxasteroid) and phosphorus (phosphosteroid). The incorporation or
substitution of the heteroatoms was carried out in rings B, C and F of the steroidal

frameworks.

The first part of this work consisted in expanding and completing the data
related to the synthesis of the first spirostanic oxaziridine 156 from diosgenin (80)
previously developed as part of the master's work [89]. The synthesis of 156 is of
great interest due to its potential application in oxaziridine chemistry. This
compound was obtained from the new 5,6-secosteroid 150, which after four
reaction steps produces the new 6-azadiosgenin 154. Additionally, it was
determined that depending on the cyclization conditions, 6-azadiosgenin 154 can
be obtained as the main product or the 6-azadiene 155 coming from the loss of the
TBDPS protecting group can also be obtained. Along with these results, a tentative
mechanism for the cyclization of isocyanate 153 and formation of 6-azadiosgenin
154 was proposed.

The synthesis of the steroidal lactam (aza-homo-steroid) 163 from diosgenin
(80) was also carried out through seven reaction stages, in which one of the main
intermediates was the 6-oxime 162, that followed by a Beckmann rearrangement
leads to formation of 6-lactam 163. This synthetic route was attempted with the
starting material botogenin acetate (165), isolating and identifying the precursors
166, 167, 168 and 6,12-diketone 169. However, due to problems related to the low
yield and isolation of desired product from it, it was not posible to conclude the
synthesis of the product containing the lactam group on ring B. Therefore, with this
background, the synthesis of compound 175 (with the lactam functional group on
the ring C) was carried out from 165, the product was obtained in good yields and it

should be noted that this methodology has not been described yet.
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Additionally, 5,6-secosteroid 150 obtained from diosgenin (80) was reacted
with SOCI: followed by treatment with NaNs to obtain compound 152; with the aim
to prepare modified azasteroids from this compound, the product was treated with
LiAlH4 giving, under these conditions the new spirostanic oxasteroids contain
unusual structure 176 and 177 in 22% and 29% of yields respectively. Derived
from these last data, the reduction of 150 was directly explored; finding that the
5,6-secosteroid leads to formation of compounds 176, 177, as well as, the seco-
steroid derivatives 178 and 179, these latter coming from the reduction of the
functional groups, ketone at C-5 and carboxylic acid at C-6.

A series of phosphosteroid derivatives were also synthesized and are part of
the results obtained during a research stay, as part of our collaboration with the
University of Bialystok. With the goal to obtain analogs of spirostanic
phosphosteroids 187, the compounds 183, 184 and 194 were synthesized from
diosgenin (80) after three reaction steps. The phosphonates were obtained using
conventional heating or microwave (MW), the yields were similar with both heating
methods, however, they differ in the reaction times, being shorter in the case of
MW. Additionally, it was found that compound 194 corresponds to the structural
isomer of phosphonate 183, due to cyclization with C-20. It should be noted that
several tests were carried out in acidic and/or basic media with the aim of
promoting the intramolecular cyclization on the spirostanic carbon at C-22 of the
phosphonate 183; however, after several trials it was not possible to find the
reaction conditions that promoted the ring closure of the side chain, in spite of this,
the synthesis and structure of these new phosphosteroids is very interesting,
specifically derivative 183, which is the key intermediate for obtaining a new type

of phosphospirostane steroids 187.
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1. INTRODUCCION

Si bien la importancia de la quimica de los esteroides surgié en los afios
30’s, no fue hasta la década de los 40 que los esteroides despertaron gran interés
de la comunidad cientifica, como consecuencia de la transformacion de productos
naturales a progesterona, descubrimiento que propici6 una revolucion en la
sintesis de hormonas esteroideas [1-4]. Desde esos afios a la fecha se ha descrito
un gran namero de estudios sobre modificacion estructural de estos compuestos,
algunas de estas con aplicacion como farmacos, mientras que otras han
encontrado aplicacion en otros campos, como la quimica de materiales [5,6],
promotores del crecimiento vegetal [7], marcadores tumorales [8], ademas de su

usSo como reactivos no organometalicos en reacciones de oxidacion asimétrica [9].

El amplio numero de aplicaciones y la notable bioactividad de los esteroides
ha conllevado al desarrollo de nuevas metodologias que implican la
funcionalizacion del nacleo esteroideo con otras moléculas bioactivas [10,11], o la
modificacion del esqueleto mediante la insercion o sustitucion de heterodtomos en
el nucleo tetraciclico esteroidal. Por otra parte, en la busqueda de compuestos
mas activos con buenas actividades biolégicas, se han reportado diferentes
modificaciones estructurales. En este sentido, la sintesis de azaesteroides y su
actividad biologica ha sido bien documentada (Figura 1) [12-15] y actualmente
continda siendo objeto de estudio, ya que se ha investigado que la incorporacién
de nitrégeno, ya sea como parte del nlcleo esteroideo o en la cadena lateral, es
crucial para la preparacion de analogos activos contra diferentes tipos de células

cancerosas [15].
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Figura 1. Ejemplo de azaesteroides bioactivos.
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En relacién con la quimica de los azaesteroides que contienen un grupo
imino [16], su reactividad quimica ha sido menos estudiada que la de otros
esteroides nitrogenados. Estos compuestos son importantes dianas sintéticas con
una doble reactividad: nucleofilica sobre el &tomo de nitrégeno y electrofilica sobre
el atomo de carbono. Estos ultimos pueden utilizarse para generar nuevos
compuestos esteroidales modificados, por ejemplo, oxaziridinas, las cuales
presentan varios reportes en relaciéon a su quimica [17,18] como catalizadores no
metélicos versatiles de transferencia de &tomos para la oxidacion de alquenos,
arenos, aminas, sulfuros, fosfinas y alcoxidos, entre otros; sin embargo, los

reportes de oxaziridinas esteroidales actualmente son escasas.

Otra clase de azaesteroides de gran importancia son las lactamas (aza-
homoesteroides), las cuales pueden ser obtenidas a partir de oximas en medio
acido [19], por reordenamiento o transposicion de Beckmann; esta clase de
compuestos que se sintetizan y modifican para aumentar la actividad biologica de
los esteroides [20]. En los ultimos afios se han descrito diversas metodologias
para la sintesis de compuestos aza-homoesteroides [21-26]. Los compuestos que

antileucémicas y antiandrogénicas.

CgH17

se muestran en la figura 2 exhibieron actividades citotoxicas, antibacterianas,
5 MeO

Figura 2. Ejemplos de aza-homoesteroides con actividad biolc’)gica.

g

Los esteroides y sus derivados han despertado el interés cientifico en las

Gltimas décadas, debido a su amplia gama de propiedades farmacolégicas [27].

Otros compuestos interesantes son los secoesteroides, sintones de facil

acceso y de gran importancia por su uso como intermediarios clave para la



sintesis de heteroesteroides [28-30]. Estos derivados se denominan de esta
manera ya que presentan la escisidbn en uno o varios enlaces C-C del nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno, propiciando su clasificacion de acuerdo a la
posicion en la que presenten esta escision, [31] de tal forma se pueden dividir en
los siguientes grupos principales: 5,6-, 8,9-, 8,14-, 9,10-, 9,11- y 13,17-

secoesteroides (Figura 3) [32].

Figura 3. Ejemplo de secoesteroides.

Los secoesteroides naturales estan presentes en los ambientes terrestres y
marinos pero no son abundantes [33]; se ha reportado que pueden presentar
importante actividad biolégica (por ejemplo, antiproliferativa, antiincrustante,
antiinflamatoria, antimicrobiana, ictiotéxica y antiviral) [29]. En consecuencia, se
han descrito sintesis totales o parciales de este tipo de compuestos [34], en la
mayoria de los casos motivadas por una importante actividad biolégica [33]. En
relacion a los B-secoesteroides, los mas destacados son la familia de la vitamina
D25 (8) [35] y las hormonas vegetales de tipo brasindlido (9) [36], que se indican

como 9,10- y 6,7-secoesteroides, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Secoesteroides naturales en el anillo B.

Especificamente la obtencién de secoesteroides naturales de tipo 5,6-seco
(Figura 5), ha sido reportada a partir de plantas del género Selaginella, como el
derivado 10 que presentd actividad inhibidora contra la colinesterasa y la
monoaminooxidasa de los glucésidos esteroideos [33]. El primer 5,6-secoesteroide
de una fuente marina, corresponde al hipposterol (11), que se encuentra en la
esponja Hippospongia communis [37], mientras que el secoesteroide 12 se obtuvo

del arbusto Frankenia foliosa [38].
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Figura 5. Ejemplos de 5,6-secoesteroides naturales.

Las caracteristicas estructurales interesantes y estereoquimica de los
secoesteroides han llevado al disefio y sintesis de nuevas entidades quimicas
como los heteroesteroides. En este sentido, una clase de heteroesteroides de gran
importancia son los oxaesteroides, compuestos esteroidales que contienen
oxigeno o varios atomos de este en las posiciones C-1 a C-17 del
ciclopentanofenantreno [39]; estos son de gran interés debido a los aspectos

fascinantes asociados con sus caracteristicas estereoquimicas peculiares y su



actividad biolégica prometedora y, a veces, inesperadas [40]. La sintesis de estos
compuestos via secoesteroides se encuentra ampliamente documentada, algunos
de ellos con actividad biolégica importante (Figura 6) [41].
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Figura 6. Ejemplos de oxaesteroides obtenidos via secoesteroides.
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Otra clase interesante de heteroesteroides son los que contienen fésforo;
también atractivos por sus diversas actividades biol6gicas [42] y propiedades
cataliticas [43]. Una de las vias para la obtenciéon de compuestos fosforados es
mediante el reordenamiento de Michaelis-Arbuzov, también conocido como
reordenamiento de Arbuzov, reaccion de Arbuzov o transformacion de Arbuzov, la
cual es una de los méas versatiles para la formacion de enlaces carbono-fésforo e
implica la reaccién de un éster de fésforo trivalente (fosfito) con haluros de alquilo.
El reordenamiento es uno de los mas investigados para la obtencién de
organofosforados y se emplea ampliamente para la sintesis de fosfonatos, ésteres

de &cido fosfinico y 6xidos de fosfina [44].

Hasta el momento, los heterociclos fosforilados y compuestos relacionados
han demostrado su predominio y ya se utilizan ampliamente en el campo de la
agroquimica y productos farmacéuticos como pesticidas, insecticidas, fungicidas,
bactericidas y reguladores del crecimiento [45]. Los fosfonatos tienen una mejor
estabilidad fisiologica porque el enlace carbono-fésforo no es susceptible a la
degradacion enzimética por las fosfatasas, y tienen una mejor permeabilidad

celular debido a la naturaleza mas lipofilica de los ésteres de fosfonato [46].

En las investigaciones académicas, los compuestos organofosforados

encuentran aplicaciones importantes en sintesis organica (Wittig, Mitsunobu,



Staudinger, organocatalisis, etc.) [47]. El uso de compuestos organofosforados
como ligandos aquirales o quirales para transformaciones catalizadas por metales
de transicion también estd creciendo rapidamente tanto en la sintesis de
laboratorio como en la produccion industrial [48]. Ademas, los compuestos
organofosforados se pueden utilizar como retardantes de llama para tejidos y
plasticos, agentes plastificantes y estabilizadores en la industria del plastico,
extractantes selectivos para sales metalicas de minerales, aditivos para productos
derivados del petréleo e inhibidores de la corrosion [49]. Sin embargo, a pesar de
esto, existen pocos reportes relacionados con la sintesis de fosfoesteroides.

En este contexto es de resaltar el gran interés cientifico por el disefio de
nuevas estrategias sintéticas para la obtencion de heteroesteroides a través de
metodologias simples, eficientes, de alta diversidad y facil acceso a los nuevos
compuestos modificados. En este sentido y continuando con nuestros estudios
sobre la reactividad quimica de las sapogeninas espirostanicas y sintesis de
analogos de productos naturales a partir de estos sustratos [50-54], en el presente
proyecto se trabaj6é en la sintesis y caracterizacion estructural de nuevos
compuestos de tipo azaesteroides, oxaesteroides y fosfoesteroides, a partir de las
sapogeninas espirostanicas, diosgenina (80) y acetato de botogenina (165),
comunmente utilizadas como materia prima para la sintesis industrial de farmacos
esteroidales. Los resultados encontrados durante el desarrollo de este proyecto,
abren nuevas perspectivas al estudio de la reactividad de los sistemas

espirostanicos como precursores de una gran diversidad de heteroesteroides.



2. ANTECEDENTES

2.1. Sintesis de azaesteroides

Existen varios enfoques descritos para la sintesis de 6-azaesteroides, sin
embargo, son muy pocos los relacionados a la sintesis de azaesteroides
conteniendo en su estructura un doble enlace iminico y mas adn en conjunto con

un fragmento espirostanico.

En 1960 Lettré y colaboradores [55] reportaron la sintesis del 6-azaesteroide
21 a partir del compuesto 16, la metodologia consistia en una sintesis de 5 etapas
de reaccion logrando la reconstruccion del anillo B y posterior oxidacion para
obtener la imina con el grupo hidroxilo en C-3 (Esquema 1).

SOC|2 NaN3
Et,O/DMF Acetona/H,O
AcO o y°OH 72 AcO o ~y° 2~ AcO o N\
16 @] 17 @] 18 0]

l100°C

CgH47
1) HCIO/Et,O H,/PtO,
- .
g 2) KOH/MeOH AcOH
HO N AcO N AcO 0 “NCO
21 20 'H 19

Esquema 1. Metodologia para la obtencion de la 6-azaesteroide 21.
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Estos compuestos son importantes precursores para la preparacion de
oxaziridinas. En 1971 Jeanniot y colaboradores [56] describieron la preparacién de
las oxaziridinas 24 y 25 a partir de la imina analoga de la conanina 22 y 23
mediante el tratamiento con acido p-nitroperbenzoico (Esquema 2), el objetivo de
los autores era demostrar que el tratamiento de la oxaziridina monodeuterada en
posicion 18a en medio alcalino, produce una reaccién cuyo primer paso es una
eliminacion concertada de tipo trans, E2. Este experimento se realizd para

respaldar la hipétesis propuesta por Emmons de que “las oxaziridinas que llevan



un hidrégeno en el carbono alfa a nitrégeno, sufren eliminacion e hidrolisis

(formacion de derivados de amoniaco y carbonilo)”.

O’OH
H $1N\ @o
.+
N
O -
22: Ry =H 24: R, =H
23:R1=D 25:R1=D

Esquema 2. Sintesis de la oxaziridinas 24 y 25 a partir de las iminas 22 y 23.

Diez afios después, el mismo grupo [57], estudié el efecto del acido p-
nitroperbenzoico y el peroxido de hidrégeno sobre la imina 22 y la oxaziridina 24
derivadas de la conina, para dar nitronas a-hidroxiladas, a-peroxiiminas,
hidroxilactonas o &cidos hidroxamicos. Las analogias y diferencias entre la
reactividad de ambos oxidantes se han discutido a detalle, y se sabe que un
peracido oxida tanto nitronas como oxaziridinas, mientras que el peroxido de

hidrégeno que oxida una nitrona, por el contrario, desoxigena una oxaziridina.

En el 2007 del Rio y colaboradores [9] reportaron la sintesis de la primer
oxaziridina 28 a partir del 6-azacolesterol 27. En este estudio, la oxaziridina 28 se
transformd en la correspondiente sal de oxaziridinio 29, que posteriormente fue
probada de manera exitosa como agente de transferencia de oxigeno en la
oxidacion del compuesto 30, demostrando ser un reactivo eficaz para la oxidacion
altamente enantioselectiva de sulfuros a sulféxidos en ee >99% y excelentes

rendimientos (Esquema 3).
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Esquema 3. Preparacion de (R)-lansoprazol (31) a partir de la sal de oxaziridinio
esteroidal 29.

2.1.1. Sintesis de lactamas esteroidales

En 2009, Frye informo la sintesis de la oxaziridina 33 mediante la oxidacion
del 17B-carbometoxi-38-triisopropilsililoxi-6-azaandrost-5-eno (32) (Esquema 4), la
fotdlisis de 33 proporcioné un novedoso sistema de anillos fusionados de 5y 7
miembros. Los rendimientos de los compuestos 33, 34 y 35 fueron buenos, sin
embargo, el compuesto 36 se obtuvo en bajo rendimiento. Los productos 34 y 35
se evaluaron como inhibidores de la enzima 5a-reductasa humana de tipo 1y 2,

sin mostrar actividad [58].

o d %4 /
0 Oy d
AMCPB hy
—_—
_—
TIPSIO SN TIPSIO”™ 7N N
32 33 TIPSIO . 34
o A o !
el lTBAF ¢!
Jones
N N
0 36 HO 35
0 0

Esquema 4. Metodologia sintética para la preparacion de la S-cetoamida 36.

10



Mediante el uso de diferentes sustratos esteroidales se ha descrito la sintesis
de lactamas esteroidales (aza-homoesteroides), estos compuestos han sido
usados como precursores de compuestos biologicamente activos [59,60]. Por ello,
la obtencion de estos derivados ha llamado el interés de diferentes grupos de
investigacion desarrollando diversas metodologias, una de ellas via oximas, la
cual ha llevado a la descripcion de diversas estructuras interesantes conteniendo
el grupo lactama (Figura 7). En 1951 Kaufmann [61] dio a conocer el primer
ejemplo de una lactama esteroidal a partir de una oxima mediante un proceso
regio y estereoselectivo del reordenamiento de Beckmann con cloruro de p-
toluenosulfonilo. Huffmann en 1954 [62] report6 la obtencion del compuesto 38 en
rendimiento moderado usando una mezcla de AcOH/H2SO04/H20. En los 90°s
Jindal y colaboradores [63] sintetizaron la lactama 39 usando anhidrido acético.
Por su parte, Covey en el 2000 y Schonecker en el 2003 realizaron la sintesis de
los compuestos 40 y 41 respectivamente, empleando las mismas condiciones

descritas por Kaufmann [21].

@)
H . O NI_NH
NH NH
© 0
RO 37 AcO H 38 ACO 39
Kaufmann, 1951 Huffman, 1954 Jindal, 1996
H H o)
© N._O "
O
HO  H 40 H5CO 41 H,CO 42
Covey, 2000 Schonecker, 2003 Petrovic, 2004

Figura 7. Ejemplos de lactamas esteroidales via oximas.

En 2003 Robinson y colaboradores [64] realizaron la sintesis de la lactama
esteroidal 48 usando una estrategia secuencial de contraccion-expansion de anillo

a partir de epiandrosterona 43 en ocho etapas de reaccion (Esquema 5). El anillo
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A se escindi6 inicialmente por oxidacion con CrOs para producir el seco-acido 44,
posteriormente se llevo la reduccion seguida de la pirdlisis y después 46 se tratd
con clorhidrato de hidroxilamina obteniendo la mezcla inseparable de Z- y E-17b-
acetoxioximas, las cuales se llevaron a hidrdlisis obteniendo las Z- y E-17b-
hidroxioximas 47a y 47b en una relacién 1:1. A continuacion la E-oxima 47b se
sometié a un reordenamiento de Beckmann para proporcionar la lactama 48, la

cual mostro inhibicion de la enzima 5a-reductasa humana (isoenzima tipo II).

) O OAc
CrO °
o e 1908 S
HO™ % AcOH, 60°C : EtOH :
43 44 o H 45
OH 260°C
0.1 mmHg
1. NH,OH'HCI, OAc
OH 0% e
) HO H 47b  EtOH, piridina
o 2. KOH, MeOH
HN + | OH o=
o) : H 46
H 48 HO
N=
g 47a

Esquema 5. Sintesis de la lactama esteroidal 48.

Cui y colaboradores [65-67] han reportado la sintesis de un gran nimero de
lactamas (Figura 8) a partir de colesterol, todas ellas fueron obtenidas mediante el
reordenamiento de Beckmann de las oximas correspondientes. Los compuestos
sintetizados han sido evaluados por su actividad antiproliferativa contra diversas
lineas de células cancerosas, todos mostraron un grado de citotoxicidad distinto,
ademas los resultados revelaron que los productos que poseian la estructura de 6-
aza-B-homocolest-7-ona sustituidos en la posicion C-3 tenian mejor actividad

antiproliferativa.
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Figura 8. Lactamas esteroidales reportadas por Cui y colaboradores.
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2.1.2. Sintesis de lactamas a partir de sapogeninas espirostanicas

La sintesis de lactamas a partir de sapogeninas espirostanicas via oximas ha
sido poco explorada. Hecogenina, tigogenina y diosgenina son las materias primas

empleadas para la obtencion de las lactamas 73-79 (Figura 9) [68-71].

0 H O H
N !

RO H O H 76
73 R=Ac Mazur, 1959
74 R=Ac, A°0D
75 R=H .0

N—NH
eric, 1962 Yadav, 2004 Martinez-Gallegos, 2021

z

(o)

Figura 9. Ejemplos de lactamas sintetizadas a partir de sapogeninas
espirostanicas.

La sintesis de las primeras lactamas empleando una sapogenina
espirostanica fueron reportadas por Mazur [68], pocos afios mas tarde la
estructura de la lactama 73 fue confirmada por Zderic e Iriarte [69] al comparar los
datos espectroscopicos de los productos de reduccién de las lactamas 73 y 77.
Adicionalmente Zderic e Iriarte observaron que la reduccién de 73 es muy lenta
(10 dias), la lactama 77 demostrd ser alin mas resistente (23 dias) para efectuar la
conversion parcial; confirmando con estos reportes la diferencia muy marcada en

términos de reactividad de acuerdo al tipo de sapogenina espirostanica utilizada.

Recientemente Martinez-Gallegos y colaboradores [71] describieron la
sintesis de la lactama 84 a través de la modificacion del anillo B de la diosgenina
(80) (Esquema 6), este compuesto mostro actividad inhibitoria en lineas celulares
MDA-MB-231 (cancer de mama).
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a: Ac,O, DMAP, reflujo, 1 h

b: CrO3, AcOH/H,0, 0°C, 3 h
¢: NH,OH'HCI, NaAcO, EtOH, reflujo, 2 h
d: SOCl,, THF, 0°C, 4 h

84 83
Esgquema 6. Sintesis de la lactama espirostanica 84.

2.2. Sintesis de oxaesteroides

Los secoesteroides son sintones de suma importancia en la investigacion
de esteroides semisintéticos, ya que constituyen una pieza fundamental para la
modificacion del nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno original [29]. Algunos
secoesteroides son intermediarios en la sintesis de heteroesteroides (tioesteroide,
oxaesteroides y azaesteroides) [21,40,72-73], mientras que otros son el objetivo
principal de sintesis planificadas. En la literatura estan reportados mas de 20
posibles combinaciones de secoesteroides. Sin embargo, los mas estudiados son
los 5,6-, 8,9-, 8,14-, 9,10-, 9,11- y 13,17- secoesteroides.

Los 5,6-secosteroides son esteroides con un anillo B (ver ejemplo A, Figura
3). El primer secoesteroide del anillo B fue reportado por Sica y colaboradores
[37,74], el 5,6-secoesteroide 11a fue aislado de una fuente marina, la estructura se
confirmo mediante su sintesis a partir de 5a-colest-7-ene-3,5,6-triol (85) (Esquema
7). La reaccion se realizé mediante el tratamiento de 85 con tetraacetato de plomo
para obtener el compuesto 86. La reduccién de este producto con LiAlH4 conduce

a la formacién del compuesto 11 y su epimero.
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Esquema 7. Sintesis del 5,6-secoesteroide 11.

En el 2000 Kasal [75] sintetizd6 una serie de derivados de 7-
norepialopregnanolona. Un compuesto clave en estas sintesis fue el acido 3-
acetoxi-5,20-dioxo-5,6-secopregnan-6-oico (88). El 5,6-seco acido 88 se obtuvo a
partir del acetato de 20-oxopregn-5B-en-3-ilo (87) de dos formas (Esquema 8). La
oxidacion de 87 con CrOs dio como resultado la obtencién de 3 compuestos, el
producto de la oxidacién alilica 89 y una mezcla inseparable del secoesteroide 88
y el acido 20,21-dinor 90 (producto de la escision del enlace entre C-17 y C-20).
Sin embargo, si el alqgueno 87 se convierte primero en diol 91, la obtencion del 5,6-
seco 88 procede directamente y en condiciones de reaccién suaves. Tras el
tratamiento del 88 con cloruro de benzoilo en piridina y posterior pir6lisis del
compuesto 92, obtuvieron el acetato de 20-oxo-7-norpregn-5-en-3-ilo (93). El

compuesto 93 se utilizo para la sintesis de otras 7-norepialopregnanolonas.
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Esquema 8. Metodologia para la obtencién del 5,6-seco acido 88.

Suginome y Yamada [76-77] sintetizaron el derivado 6-oxa-5a-colestano 98
(Esquema 9). La sintesis inici6 con la oxidacion de 5a-colestan-6-ona 94 con
AMCPB obteniendo el B-homo-6-oxa-5a-colestan-7-ona 95. La reduccion de la
lactona 95 con DIBAL dio el lactol 96 que posteriormente se irradié en benceno
conteniendo 6xido de mercurio (Il)-yodo y piridina en un recipiente de Pyrex con
un arco de mercurio de alta presion de 100 W para producir el formiato 6-yodo-5,6-
seco-B-nor-5a-colestan-56-ol 97. El calentamiento de 97 en THF que contenia

NaBH4 a reflujo dio el 6-oxa-5-colestano 98 (Esquema 9).
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Esquema 9. Sintesis del 6-oxaesteroide 98.

Un ejemplo destacable de la importancia de los secoesteroides es en la
sintesis del Anavar® (13), descrito por primera vez en 1962 y comercializado en
1964 en el mercado estadounidense con el nombre de Anavar® para el

tratamiento de la hepatitis alcohdlica, el sindrome de Turner y osteoporosis [41a].

En 2003 Ferraboschi y colaboradores [78] informaron un nuevo enfoque para la
sintesis del 2-oxaesteroide (17B-hidroxi-17a-metil-2-oxa-5a-androst-3-ona) 13 a

partir del androstano 99 sin poder dejar de mencionar el intermediario clave

oxaesteroide 103 (Esquema 10).

o} OH OH OH
a b ¢
— —_— MeO2C —_» HO
99 100 101 102
d

OH OH OH OH

0 9  AcO f Aco e Ao
o) HO,C HO AcO

Anavar® (13) 105 104 103

(@) (i) MeMgBr; (ii) CrO4/H,SO0y; (i) Py"HBrBry; (iv) Li,CO3, LiBr; (b) (i) KMnO,, NalOy; (i) CH,Ny;
(c) LiAIH,; (d) Ac,O/Py; (e) etanol/THF, CAL B, 24 h; (f) CrO4/H,SO,; (g) (i) NaOH, (i) HCI.

Esquema 10. Sintesis del 2-oxaesteroide 13.
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2. Sintesis de fosfoesteroides

Durante las ultimas décadas, la sintesis de fosfatos, fosfonatos y fosfinatos
ciclicos ha atraido una atencion considerable [79-80]. Aunque los estudios
sintéticos sobre nuevos derivados de esteroides se han centrado en el desarrollo
de compuestos heterociclicos potencialmente efectivos, hasta ahora solo se han
sintetizado escasos sistemas de anillo P [81-83]. Los analogos de fosforo de las
sapogeninas esteroidales se han descrito en mucho menor proporcion, mientras

que con sapogeninas espirostanicas no existen reportes.

Los primeros intentos de sintetizar fosfoesteroides se dieron en diferentes
partes del esqueleto esteroidal, por ejemplo, el 11-fosfaesteroide (106), el 17-
fosfaesteroide (107 y 108) y el 12-fosfaesteroide (109) (Figura 10). La utilidad de
los heterofenantrenos como precursores y compuestos modelo para la sintesis de
heteroesteroides ha sido bien reconocida, por ejemplo, para la sintesis de posibles

antagonistas reguladores del metabolismo [84].

(T % w

P _

! ‘ + ’ PFe

CH50 OO
108 109

Figura 10. Primeros ejemplos de fosfoesteroides ciclicos.

En 2007 Frank y colaboradores [81] sometieron a una serie de derivados
esteroidales conteniendo aminoalcoholes a reacciones de fosforilacion, estas

resultaron en la ciclacion y obtencion de los compuestos fosforilados. En la
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mayoria de los casos, se obtienen los dos epimeros (a y b), que difieren en la

configuracion del &tomo de fosforo (Esquema 11).
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R R
112, 125| Et 131] pr
113, 115, 129, 126 | Ph 132| Bn
116, 121, 127 | pP-CH3-CgHy 133 | pP-CH;-CgH4-CH,
117,122, 128 | p-F-CgHy 134 | p-F-CgH4-CH,
118, 123, 129 | p-Cl-CgH,4 135| p-Cl-CgH,-CH,
119, 124, 130 | p-NO,-CgHy 136 | p-NO,-CgH,-CH,,

(a) BnNH,, KOH, t.a., 1 h; (b) PrNH,, KOH, t.a., 30 min; (c) EtOH abs., 78°C, 2 h, N; (d)
NaBH,, THF/MeOH, t.a., 2 h; (e) PhP(O)Cl,, EtsN/CH,Cly, t.a., N,—=40°C, 6 h—t.a., 24 h.

Esquema 11. Sintesis de derivados oxazafosforinanos de esterano.

En 2013, Krsti¢ y colaboradores [82] reportaron que la reaccion de la 21-
hidroxiprogesterona (137) con el reactivo de Lawesson (Esquema 12) en tolueno o
CH2Cl2 resultd en cuatro productos sustituidos en el anillo D (dos pares
tautoméricos): 2-(4-metoxifenil)-4-(3-tioxoandrost-4-en-17-il)-1,3,2-oxatiafosfol-2-
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sulfuro (138), 2-(4-metoxifenil)-4-(3-tioxoandrost-4-en)-17-ilideno)-1,3,2-
oxatiafosfolano-2-sulfuro  (139), 2-(4-metoxifenil)-4-(3-oxoandrost-4-en-170-il)-
1,3,2-oxatiafosfol-2-sulfuro  (140) y 2-(4-metoxifenil)-4-(3-oxoandrost-4-en-17-

ilideno)-1,3,2-oxatiafosfolano-2-sulfuro (141).

0]
OH
0 137
Reactivo de
Lawesson
O O O O
0 b, O h, O b, O
P-o P~0 P~0 P~o
S _ S S B S
/ /
S S 0] @)
138 139 140 141

Esquema 12. Sintesis de androst-4-eno P-heterociclos.

Otro ejemplo relacionado con reacciones que involucran el atomo de fésforo
con esteroides, es el mostrado en el esquema 13. El triflato esteroideo 142 se
someti6 a un acoplamiento catalizado por Paladio (0) de manera muy facil y
eficiente con dimetilfosfito para proporcionar el dimetil fosfinato 143 en menos de 1
h a temperatura ambiente y buenos rendimientos después de ser purificado por

cromatografia en columna [85].

CgH17 CgHyq7
(MeO),P(O)H .
> 1]
TfO Pd(Ph3P)4 _P
142 MeO™ e 143

Esquema 13. Sintesis del fosfonato insaturado 143.
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En 1999 Ziessel y colaboradores [86] reportaron la sintesis de dos ligandos
de colesteril-fosfina (145 y 147) sustituidos en el atomo de carbono C-3 con
grupos fosfino (PPhz y PMe2) (Esquema 14). El compuesto 145 se sintetizo a
través de una reaccion SN2 en el mesilato 144 con PPhLi, mientras que la
reaccion de 146 con PMe2K produjo una mezcla de productos a partir de la cual se

pudo aislar el compuesto de fosfina 147 como producto principal.

CgHq7 CgHq7
Ph,PLi
THF, 25°C ©\
MsO 3 dias P
144 145
C8H17 C8H17
PMe,K
THF, -78°C  HsC.
Cl 3 dias P
146 CH3 147

Esquema 14. Sintesis de las fosfinas 145y 147.

Con base en los antecedentes, podemos notar que los métodos para la
sintesis de compuestos esteroideos conteniendo heteroatomos a la fecha son
numerosos Yy diversos. Sin embargo, muchos de estos resultan en procedimientos
complejos y o condiciones drasticas de reaccion, asi como tiempos largos. En este
sentido las modificaciones de los esteroides es un desafio estimulante para el
guimico organico, que a menudo exige el desarrollo de nuevas metodologias que
impliquen procedimientos mas accesibles, de facil manejo y econdmicos. Aunado
a esto, muchos heteroesteroides sintetizados han mostrado actividades
potencialmente Gtiles contra la proliferacion de células tumorales y otros trastornos
relacionados con hormonas, por lo que la sintesis de estos es de continuo interés

para la comunidad cientifica [87].
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En los dltimos afios, ha habido un desarrollo creciente en la sintesis de
azaesteroides, ya que estos presentan una amplia gama de aplicaciones debido a
la variedad de propiedades biolégicas. Asi mismo, las lactamas esteroidales son
compuestos con interesantes propiedades quimicas y biologicas. En este contexto
la sintesis de azaesteroides a partir de las sapogeninas espirostanicas constituye
una herramienta clave para el desarrollo de nuevas rutas sintéticas, ademas de
gue existen pocos reportes a partir de estas materias primas. Adicionalmente los
secoesteroides, por su estructura quimica representan un abanico amplio de
posibles modificaciones en diversas partes del ndcleo esteroidal y aunque existen
reportes de la sintesis de secoesteroides utilizando sapogeninas espirostanicas
como materia prima, estos son escasos comparados con otras sintesis, por lo que
la obtencion de un 5,6-secoesteroide no solo contribuye con un nuevo compuesto,
también aporta una nueva metodologia para la sintesis de precursores de

heteroesteroides espirostanicos.

Por altimo, los heterociclos de fésforo de seis miembros han sido objeto de
una basta investigacion durante las Ultimas décadas, también como consecuencia
de su actividad farmacologica y su comportamiento conformacional Unico. En este
contexto el uso de estos heteroanillos como farmacos anticancerosos, por
ejemplo, la ciclofosfamida y sus analogos ha dado lugar al estudio de una serie de
compuestos similares con el fin de adquirir mas informacion sobre el modo de

accion de estos agentes y revelar ciertas relaciones estructura-actividad [81].

Por lo antes mencionado en el presente trabajo se plantearon los siguientes

objetivos.
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3.0OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nuevos hetero-esteroides de tipo aza, oxa y fosforilados a
partir de las sapogeninas espirostanicas diosgenina y botogenina.

3.2. Objetivos especificos

e Explorar las condiciones de ciclizacion del 5,6-secoesteroide hacia la
obtencion de la 6-azadiosgenina y proponer un mecanismo de reaccién que
justifique la formacién de este compuesto.

0

e Completar los datos espectroscopicos y fisicos de todos los compuestos
involucrados en la sintesis de la oxaziridina espirostanica y llevar a cabo la
redaccion y publicacion de estos resultados.

O

TBDPSO N

e Obtener 6-cetosapogeninas a partir de las sapogeninas espirostanicas
acetato de diosgenina y acetato de botogenina.

0

X=CH, Acetato de diosgenina B-cetosanogeninas
X=(C=0) Acetato de botogenina - bog

X =CH,

X =(C=0)
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e Explorar la formacion de las 6-oximas a partir de las 6-cetosapogeninas.

0 0

O O
)J\O )J\O
© N\OH
6-cetosapogeninas 6-oximas
X =CH,
X =(C=0)

e Explorar la reactividad de las 6-oximas hacia el reordenamiento de
Beckmann.

Reordenamiento

)(J)\ Beckmann
@)
N‘OH
6-oximas
X =CH,
X =(C=0)

e Explorar la reactividad hacia el reordenamiento de Beckmann de la 12-oxima
de botogenina.

Reordenamiento
Beckmann 0

=

12-oxima
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e Determinar la reactividad del 5,6-secoesteroide hacia la obtencion de
oxaesteroides bajo diferentes condiciones de reaccion.
0]

e Llevar a cabo la modificacion de la cadena lateral de la diosgenina, con el
interés de realizar la sintesis de fosfoesteroides.

N
O O
RO
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4. HIPOTESIS

La reactividad de las sapogeninas espirostanicas frente a diferentes
condiciones acidas, asi como los dobles enlaces presentes en los C-5y C-6 en el
caso de diosgenina y botogenina, permitira la obtencidbn de esteroides con
modificaciones en posiciones especificas del nucleo y/o cadena lateral; facilitando
la insercion de heteroatomos de tipo nitrégeno, oxigeno y fésforo.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1.Instrumentacién y equipo

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (*H, 3C, DEPT, COSY,
HSQC, NOESY y HMBC) se determinaron en los espectrofotometros VARIAN
MERCURY PLUS 400 y JEOL ECA 500, utilizando cloroformo deuterado (CDCls)
como disolvente y tetrametilsiiano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos (6) se expresan en partes por millon (ppm) y las

constantes de acoplamiento (J) estan descritas en unidades de Hertz (Hz).

Los espectros infrarrojos (IR) se determinaron en un espectrometro Thermo
Scientific Nicolet iS10 usando reflectancia total atenuada FT (v, cm-1). Los puntos

de fusion no corregidos se determinaron en un aparato Fisher-Johns.

Los espectros de masas (EM) se obtuvieron a 70 eV con un espectrometro
Hewlett Packard modelo 5989B y Thermo Scientific Trace 1310 / ISQ LT. Los
datos se expresan como relacion masa/carga (m/z) de los correspondientes iones.

El ibn molecular se designdé como [M+].

Los disolventes y reactivos utilizados fueros adquiridos de la casa comercial
Sigma-Aldrich. La sapogenina esteroidal diosgenina (80) fue donada por la
compafiia PROQUINA S.A de C.V (Productos Quimicos Naturales, México).

El seguimiento de las reacciones se llevé 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 Fz2ss, usando como fase movil Hexanos/AcOEt en diferentes
proporciones. Para el revelado de las cromatoplacas se emplearon una lampara
de luz ultravioleta (254 nm), asi como una solucion de H2SOs/agua (30% v/v). La
purificacion de los compuestos se realizo utilizando columnas cromatograficas de
distintos tamafios empacadas con gel de silice (malla 70-230), empleando

mezclas de Hexanos/AcOEt como eluyente. El secado de los disolventes Et20 y
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THF se realiz6 en un sistema de destilacion, usando sodio metalico y benzofenona

como indicador.

Para la preparacion del reactivo de Jones; el CrOs se disolvidé en agua,
posteriormente esta mezcla se llevo a bafio de hielo y a continuacion se agrego
H2SO4 concentrado gota a gota, la mezcla se agité con precaucion y se dejo

enfriar para ser utilizada.

5.2. Para la sintesis de la oxaziridina 156

La obtencion de los compuestos 148, 149, 151, 152 y 153 se realiz6 via la
metodologia reportada en nuestro grupo de trabajo [88-89].

5.3.(25R)-acido-3g-ter-butildifenilsililoxi-5-oxo0-5,6-secoespirostan-6-oico (150)

O

C43H6006Si
So6lido amorfo
R¢: 0.45 (4:1 Hexanos/AcOEt)

A una solucion de los epéxidos 149a/b (2.00 g, 2.98 mmol) en una mezcla de
acetona/CH2Cl2 (3:2, 26 mL), se afiadio el reactivo de Jones recién preparado
(0.68 g, 6.87 mmol de CrOs, 2.0 mL de H20 y 0.59 ml de H2S0O4) durante 45
minutos. La reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se
agrego 2-propanol hasta que la mezcla de reaccion se torné color azul, luego se
adicion6 NaHCOs y se agité durante 10 minutos, se filtr6 sobre gel de silice y el
solvente se evapord a presion reducida. El crudo se disolvio en CH2Clz, se lavo
con salmuera, agua, se secO sobre Na:SOs y la fase organica se evaporo. El
producto de reaccién se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice con Hexanos/AcOEt (4:1) para dar 1.63 g (78% de rendimiento) del 5,6-
seco-cetoacido 150. IR vmax cmt (ATR): 3208, 3071, 3050, 2949, 2930, 2857,
1960, 1894, 1822, 1731, 1703, 1455, 1426, 1104, 1071, 1053, 980, 701. RMN H
(400 MHz, CDClI3) &: 7.64 (4H, m, TBDPS), 7.38 (6H, m, TBDPS), 4.37 (2H, m, H-
16, H-3), 3.45 (1H, dd, J = 10.8, 3.3 Hz, H-26eq), 3.34 (1H, dd, J = 10.8, 10.8 Hz,
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H-26ax), 2.91 (1H, dd, J = 13.2, 3.7 Hz, H-4eq), 2.37 (1H, d, J = 13.2 Hz, H-4ax),
1.10 (3H, s, CHs3-19), 1.03 (9H, s, CHs-tBu), 0.95 (3H, d, J = 6.6 Hz, CHs-21), 0.80
(3H, s, CHs-18), 0.77 (3H, d, J = 6.2 Hz, CH3-27). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &:
216.8 (C-5), 177.6 (C-6), 135.8-127.5 (C-TBDPS), 109.3 (C-22), 80.3 (C-16), 72.4
(C-3), 66.8 (C-26), 61.6 (C-17), 55.2 (C-14), 52.5 (C-10), 46.5 (C-4), 42.2 (C-9),
41.7 (C-20), 40.5 (C-13), 39.9 (C-12), 35.0 (C-8/C-7), 34.0 (C-1), 32.0 (C-15), 31.2
(C-2), 30.2 (C-25), 28.6 (C-24), 28.5 (C-23), 26.8 (-C-(CHs)3), 22.9 (C-11), 19.2 (-
C-(CHa3)3), 17.9 (C-19), 17.1 (C-27), 16.1 (C-18), 14.4 (C-21). MS (El) m/z (%): 444
(2) [M-TBDPSQ]*, 335 (9), 312 (9), 199 (100), 181 (11), 139 (39), 121 (11), 110
(19), 105 (11), 77 (29), 68 (58), 55 (39). HRMS (APCI-TOF) calculado para
[CasH5906Si+H]* m/z: 701.4245; encontrado: 701.4236. Error -1.32 ppm.

5.4.(25R)-3B-ter-butildifenilsililoxi-6-azaespirostan-5-eno (154)

Ca2Hs9NO3Si

Sdélido blanco

R¢: 0.28 (4:1 Hexanos/AcOEt)
p.f. 137-140°C

TBDPSO

Se afiadié alumina neutra (13,2 g, 129,6 mmol) a una solucion de isocianato
153 (1.51 g, 2.16 mmol) en hexano (19 ml) y se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos, después la mezcla se filtr6 y se lavdé con CH2Clz y el
disolvente se evapord a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice con Hexanos/AcOEt (4:1) para
proporcionar 694 mg (49% de rendimiento) del 6-azadiosgenina (154). IR vmax cm*
(ATR): 3070, 3048, 2929, 2904, 2856, 1958, 1888, 1827, 1654, 1454, 1427, 1377,
1105, 1080, 1051, 980, 700. RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7.66 (4H, m, TBDPS),
7.37 (6H, m, TBDPS), 4.39 (1H, m, H-16), 3.71 (1H, m, H-3), 3.63 (1H, ddd, J =
17.7, 5.1y 2.2, H-7B), 3.46 (1H, dd, J = 10.9, 3.8 Hz, H-26eq), 3.35 (1H, dd, J =
10.9, 10.9 Hz, H-26ax), 2.85 (1H, ddd, J = 17.7, 10.5 y 3.1 Hz, H-7a), 2.64 (1H, m,
H-4ax), 2.54 (1H, dd, J = 13.6, 5.3 Hz, H-4eq), 1.10 (3H, s, CHs-19), 1.05 (9H, s,
CHs-tBu), 0.95 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHs-21), 0.78 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH3-27), 0.77
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(3H, s, CHs3-18). RMN 13C (100 MHz, CDCIl3) &: 173.4 (C-5), 135.7-127.5 (C-
TBDPS), 109.2 (C-22), 80.8 (C-16), 72.1 (C-3), 66.8 (C-26), 61.7 (C-17), 55.3 (C-
7), 53.8 (C-14), 47.1 (C-9), 45.6 (C-4), 41.5 (C-20), 40.3 (C-13), 39.4 (C-12), 38.4
(C-10), 35.2 (C-1), 31.4 (C-15/C-23), 31.1 (C-2), 30.8 (C-8), 30.2 (C-25), 28.7 (C-
24), 26.9 (-C-(CHs)3), 19.9 (C-11), 19.1 (-C-(CHa)3), 19.0 (C-19), 17.1 (C-27), 16.3
(C-18), 14.5 (C-21). HRMS (APCI-TOF) calculado para [C42HseNOsSi+H]* m/z:
654.4337; encontrado: 654.4341. Error 0.5483 ppm.

5.5.(25R)-6-azaespirostan-3,5-dieno (155)

C26H39NO2

Sélido blanco

R¢: 0.26 (4:1 Hexanos/AcOEt)
p.f. 160-163°C

N

Una columna empacada con alimina neutra se impregnd con isocianato
153 (87 mg) y se mantuvo en reposo durante 9 h. Después de este tiempo, se
hicieron pasar mezclas de disolventes de polaridad ascendente a través de la
columna hasta que la elucién con una mezcla de Hexanos/AcOEt 4:1 proporciond
9.6 mg (11.7% de rendimiento) del compuesto 6-azadiosgenina 154 seguido de 24
mg (48.4% de rendimiento) correspondiente al producto (25R)-6-azaespirostan-
3,5-dieno (155). IR vmax cm™ (ATR): 3032, 2944, 2921, 2872, 2836, 1634, 1614,
1452, 1067, 1052, 996. RMN 'H (400 MHz, CDCls) d: 6.20 (1H, dd br, J =10.1, 3.9
Hz, H-3), 5.96 (1H, dd, J = 10.1, 1.9 Hz, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.86 (1H, dd, J =
18.4, 5.5 Hz, H-78), 3,10 (1H, dd, J = 18.4, 10.4 Hz, H-7qa), 1.06 (3H, s, CHs-19),
0.98 (3H, d, J = 7.0 Hz , CHs-21), 0.82 (3H, s, CHs-18), 0.79 (3H, d, J = 6.3 Hz,
CHz-27). RMN *3C (100 MHz, CDCIlz) d: 170.5 (C-5), 135.6 (C-3), 129.6 (C-4),
109.2 (C-22), 80.9 (C-16), 66.8 (C -26), 61.8 (C-17), 55.4 (C-7), 54.2 (C-14), 45.7
(C-9), 41.5 (C-20), 40.4 (C-13), 39.5 (C- 12), 36.7 (C-10), 33.5 (C-1), 31.4 (C-15),
31.3 (C-23), 31.2 (C-8), 30.3 (C-25), 28.8 (C-24), 22.9 (C-2), 19.7 (C-11), 17.4 (C-
19), 17.1 (C-27), 16.5 (C-18), 14.5 (C-21). EM (EI) m/z (%): 397 (12), 325 (8), 284
(27), 283 (100), 282 (9), 268 (48).
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5.6.(25R)-3B-ter-butildifenilsililoxi-6-aza-5,68-0xo0-espirostano (156)

O

C42Hs59NO4Si
Soélido amorfo
Rf: 0.39 (8:2 Hexanos/AcOEt)

0
TBDPSO N
A una solucién de 6-azadiosgenina (154) (0.2 g, 0.30 mmol) en Hexanos
(11.3 ml) con agitacion a 0°C se afadio (la adicion se realizd durante un periodo
de 3 h) acido m-cloroperbenzoico (0.079 g, 0,45 mmol) en metanol (9.6 ml). La
mezcla de reaccion se agité durante 45 minutos a 0°C y luego se evaporo el
disolvente. El crudo se disolvié en CH2Cl2 y se lavé con una solucion de NaHCOs y
agua, se seco6 sobre NazS04 y se concentr6 al vacio. El producto de reaccion se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice con
Hexanos/AcOEt (4:1) proporcionando 162 mg (79% de rendimiento) del
compuesto 156. IR vmax cm™ (ATR): 3070, 3048, 2931, 2856, 1955, 1894, 1822,
1754, 1455, 1427, 1374, 1240, 1106, 1077, 1053, 980, 899, 700. RMN H (400
MHz, CDCls) &: 7.63 (4H, m, TBDPS), 7.36 (6H, m, TBDPS), 4.35 (1H, m, H-16),
3.82 (1H, m, H-3), 3.45 (1H, m H-7B/H-26eq), 3.43 (1H, dd, J = 17.0, 7.5 Hz, H-
76), 3.33 (1H, dd, J = 10.9, 10.9 Hz, H-26ax), 2.88 (1H, dd, J = 17.0, 10.1 Hz, H-
7q), 2.31 (1H, dd, J =12.6, 11.2 Hz, H-4ax), 1.40 (1H, dd, J = 12.6, 4.9 Hz, H-4eq),
1.16 (3H, s, CH3-19), 1.03 (9H, s, CHs-tBu), 0.93 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHz-21), 0.78
(3H, d, J = 6.3 Hz, CHs-27), 0.70 (3H, s, CH3-18). RMN *3C (100 MHz, CDCls) &:
135.7-127.5 (C-TBDPS), 109.3 (C-22), 87.5 (C-5), 80.7 (C-16), 69.9 (C-3), 66.8 (C-
26), 61.5 (C-17), 54.6 (C-14), 53.8 (C-7), 41.4 (C-20), 41.1 (C-4), 40.7 (C-9), 40.5
(C-13), 39.2 (C-12), 34.8 (C-10), 32.3 (C-1), 31.3 (C-23), 31.0 (C-2), 30.9 (C-15),
30.2 (C-25), 30.0 (C-8), 28.7 (C-24), 26.9 (-C-(CHs)s3), 19.8 (C-11), 19.1 (-C-
(CHs)s), 17.1 (C-27), 16.4 (C-18), 15.5 (C-19), 14.4 (C-21). HRMS (APCI-TOF)
calculado para [C42Hs9NO4Si+H]* m/z: 670.4286; encontrado: 670.4293. Error 1.08

ppm.
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5.7.(25R)-3B-ter-butildifenilsililoxi-4a-homo-7-nor-5-azaespirostan-4a-ona (157)

C42Hs50NO4Si
Solido amorfo
Rt: 0.36 (96:4 CH2Cl2/MeOH)

A una solucion de 6-azadiosgenina (154) (0.46 g, 0.70 mmol) en Hexanos
(26 ml) a -78°C se le afadié (adicion durante 4.7 h) acido m-cloroperbenzoico
(0.17 g, 0.045 mmol) en metanol (22 ml). La reaccion se agité durante 5 minutos a
-78°C y luego se llevo a temperatura ambiente, después se evaporo el solvente. El
residuo se disolvio en CH2Clz y se lavé con una solucién de NaHCOs y agua, se
secO sobre Na:SOs4 y se concentré al vacio. El crudo de reaccion se purifico
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice con CH2Cl2/MeOH (99:1)
para dar 274 mg (58% de rendimiento) del compuesto 156 y 53 mg (11% de
rendimiento) del compuesto 157. IR vmax cm™* (ATR): 3071, 3047, 2928, 2858,
1750, 1455, 1427, 1374, 1147, 1105, 1054, 980, 899, 700. RMN 'H (400 MHz,
CDClz) 6: 7.72 (4H, m, TBDPS), 7.40 (6H, m, TBDPS), 4.39 (1H, m, H-16), 4.15
(1H, m, H-3), 3.46 (1H, dd, J = 10.9, 4.6 Hz, H-26eq), 3.35 (1H, dd, J = 10.9, 10.9
Hz, H-26ax), 3.09 (3H, m, H-4, 2H-6), 2.43 (1H, dd, J = 11.4, 5.7 Hz, H-4"), 2.24
(1H, m, H-8), 1.08 (12H, s, CHs-19, tBu), 0.96 (3H, d, J = 6.9 Hz, CHs-21), 0.80
(3H, s, CHs-18), 0.78 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH3-27). RMN 13C (100 MHz, CDCIs) &:
177.3 (C-4a), 136.9-128.3 (C-TBDPS), 110.0 (C-22), 81.4 (C-16), 70.9 (C-3), 67.6
(C-10), 67.3 (C-26), 61.9 (C-17), 54.5 (C-14), 54.3 (C-6), 50.4 (C-9), 42.7 (C-13),
41.5 (C-20), 40.5 (C-4), 39.9 (C-12), 36.9 (C-8), 32.3 (C-15), 31.5 (C-23), 30.4 (C-
25), 29.9 (C-2), 28.9 (C-24), 28.5 (C-1), 27.1 (-C-(CHs3)3), 21.1 (C-11), 19.4 (-C-
(CH3)3), 17.2 (C-27), 17.0 (C-18), 15.6 (C-19), 14.5 (C-21).
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5.8.0btencion del acetato de diosgenina 81.
O

La obtencién del acetato de diosgenina se realiz6 mediante la metodologia
previamente estandarizada en nuestro grupo de trabajo, la confirmacion del

compuesto se llevo a cabo por comparacion con los datos de RMN reportados [90]

5.9.Procedimiento general para la sintesis de los 58,63-epoxi-espirostanos 158 y
166.

En un mortero se molieron finamente una mezcla de KMnO4 y CuSO4-5H20,
se le adicion6 H20, posteriormente la mezcla se colocé en un matraz de fondo
redondo que contenia CH2Clz2. Una solucion de acetato esteroidal (81 o 165) en
CH2Cl2 se anadio al matraz y finalmente se agregoé ter-butanol. La reaccion se
agité a temperatura ambiente y se monitoreo por CCF hasta observar ausencia de
materia prima (6 h para 81 y 11 h para 165), después se filtré sobre celita y se
eluyé con CH2Clz, el filtrado se evapord a presién reducida y luego el crudo de
reaccion se reconstituyé con CH2Cl2 y se lavo con agua. La fase organica se filtrd
sobre Na:SO4 anhidro y el disolvente fue evaporado, el crudo de reaccion se
purific6 mediante cromatografia en columna empacada con gel de silice y

utilizando como disolvente una mezcla de Hexanos/AcOEt.

5.9.1. (25R)-3B-acetoxi-58,63-epoxi-58-espirostano (158).

C29H440s5

Sdélido blanco

Rf: 0.41 (8:2 Hexanos/AcOEt)
p.f. 188-190°C
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A la mezcla de KMnO4 (3.92 g, 24.94 mmol) y CuSO4-5H20 (1.97 g, 7.89
mmol) se le adicionaron 0.2 mL de H20 y 9.95 mL de CH2Clz, posteriormente se
adicion¢ el acetato de diosgenina (81) (0.9 g, 1.97 mmol), finalmente se agregaron
0.9 mL de ter-butanol. El crudo de reaccién se purific6 por cromatografia en
columna vy utlizando Hexanos/AcOEt (9:1) obteniendo 418.5 mg (45% de
rendimiento) correspondiente al B-epdxido 158. IR vmax cm™ (ATR): 3444, 2951,
2937, 2869, 1727, 1456, 1375, 1241, 1047, 1034, 976, 895. RMN !H (400 MHz,
CDCls) 6: 4.76 (1H, m, H-3), 4.39 (1H, m, H-16), 3.47 (1H, dd, Jgem = 10.7, J26ec-25ax
= 4.7 Hz, H-26ec), 3.37 (1H, dd, Jgem = J26ax-25ax = 10.9 Hz, H-26ax), 3.09 (1H, d, Je-
7= 2.6 Hz, H-6), 2.03 (3H, s, CH3-COO0-3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.95 (3H, d, J21-208
= 7.0 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.3 Hz , CH3-27), 0.75 (3H, s, CHs-18).
RMN 13C (100 MHz, CDCIs3) &: 170.5 (CH3COO-3), 109.3 (C-22), 80.6 (C-16), 71.2
(C-3), 66.8 (C-26), 63.4 (C-6), 62.5 (C-5), 62.1 (C-17), 55.9 (C-9), 50.9 (C-14), 41.6
(C-20), 40.2 (C-13), 39.8 (C-12), 37.9 (C-4), 36.6 (C-7), 35.1 (C-10), 32.6 (C-8),
31.7 (C-15), 31.3 (C-23), 30.3 (C-25), 29.2 (C-1), 28.7 (C-24), 27.2 (C-2), 21.7 (C-
11), 21.3 (CHsCOO-3), 17.1 (C-19, C-27), 16.2 (C-18), 14.5 (C-21).

5.9.2. (25R)-3pB-acetoxi-58,63-epoxi-58-espirostan-12-ona (166).

C29H4206

Sdlido blanco

Rf: 0.38 (8.5:1.5 Hexanos/AcOEt)
p.f. 179-180°C

A la mezcla de KMnOs4 (10.62 g, 67.20 mmol) y CuSO4-5H20 (5.30 g, 21.24
mmol) se le adicionaron 0.5 mL de H20 y 26.8 mL de CH2Clz, posteriormente se
adicioné el acetato de botogenina (165) (2.5 g, 5.31 mmol). Finalmente se
agregaron 2.6 mL de ter-butanol. El crudo de reaccion se purificO por
cromatografia en columna y utilizando Hexanos/AcOEt (8.5:1.5), se obtuvieron
1.06 g (41% de rendimiento) correspondiente al B-epdxido 166. IR vmax cm™* (ATR):
3452, 3385, 2956, 2932, 2875, 1731, 1705, 1454, 1366, 1236, 1038, 980, 899.
RMN *H (400 MHz, CDCls) d: 4.76 (1H, m, H-3), 4.34 (1H, m, H-16), 3.49 (1H, dd,
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Jgem = 10.8, Joeec-25ax = 4.5 Hz, H-26ec), 3.34 (1H, dd, Jgem = J26ax-25ax = 10.9 Hz, H-
26ax), 3.16 (1H, d, Je.7 = 2.6 Hz, H-6), 2.03 (3H, s, CH3-COO0-3), 1.09 (3H, s, CHs-
19), 1.05 (3H, d, J21-208= 7.0 Hz, CH3z-21), 1.05 (3H, s, CHz-18), 0.79 (3H, d, J27-25ax
= 6.3 Hz , CH3-27). RMN *3C (100 MHz, CDClz) &: 212.8 (C-12), 170.4 (CH3COO-
3), 109.3 (C-22), 79.0 (C-16), 70.8 (C-3), 66.9 (C-26), 63.3 (C-6), 62.4 (C-5), 55.3
(C-17), 54.6 (C-9), 53.2 (C-11), 52.6 (C-14), 42.2 (C-13), 37.7 (C-4), 37.6 (C-20),
36.2 (C-7), 35.5 (C-10), 32.1 (C-8), 31.3 (C-15), 31.2 (C-23), 30.1 (C-25), 29.7 (C-
1), 28.7 (C-24), 27.0 (C-2), 21.2 (CH3COO0-3), 17.1 (C-27), 16.9 (C-19), 15.8 (C-
18), 13.2 (C-21).

5.10. Procedimiento general para la sintesis de las halohidrinas 159 y 167.

A una solucién del B-epoxido (158 o 166) en CH2Cl2 se adiciond lentamente
HBr al 48%, la reaccién se agitd a temperatura ambiente hasta observar ausencia
de materia prima por CCF (2 horas para 158 y 4 horas para 166). Pasado este
tiempo a la reaccion se afiadio hielo, se realizd su extraccion con CH2Cl2 y la fase
organica se lavd primero con solucion saturada de NaCl y después con solucién
saturada de NaHCOs, se filtré sobre Na2SO4 anhidro y se concentré a presion

reducida. El crudo de reaccidn se utilizé sin purificar para la siguiente reaccion.

5.10.1. (25R)-3B-acetoxi-5a-bromo-68-hidroxiespirostano (159).
(@]

C29H45BrOs
So6lido amorfo
Rf: 0.21 (8:2 Hexanos/AcOEt)

Br

OH

Al B-epoxido 158 (815 mg, 1.72 mmol) en CH2Cl2 (26.7 mL) se adicion6 HBr
(8.6 mL, 158.74 mmol). Después de evaporar el disolvente se obtuvo 932.3 mg
(97.8% de rendimiento) correspondiente a la bromohidrina 159. RMN H (400
MHz, CDCls) &: 5.47 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 4.19 (1H, s, H-6) 3.48 (1H,
dd, Jgem = 10.9, J2sec-25ax = 4.6 Hz, H-26ec), 3.36 (1H, dd, Jgem = J26ax-25ax = 10.9 Hz,



H-26ax), 2.04 (3H, s, CH3-COO-3), 1.34 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21.208 = 6.8
Hz, CHa-21), 0.79 (3H, d, J27.25ax = 6.4 Hz , CHa-27), 0.79 (3H, s, CH3-18). RMN
13C (100 MHz, CDCls) &: 170.5 (CHsCOO-3), 109.3 (C-22), 86.6 (C-5), 80.7 (C-16),
75.5 (C-6), 72.1, 66.8, 62.0, 55.5, 47.4, 41.6, 40.6, 40.4, 39.6, 38.4, 35.0, 34.7,
31.6, 31.3, 30.2, 30.2, 29.7, 28.7, 26.3, 21.3, 21.1, 17.9, 17.1, 16.6, 14.4.

5.10.2. (25R)-3B-acetoxi-5a-bromo-68-hidroxiespirostan-12-ona (167).

o : O

C29H43BrOs
So6lido amorfo
i Rf: 0.47 (7:3 Hexanos/AcOEt)
(@)

Al B-epoxido 166 (450 mg, 0.92 mmol) en CH2Cl2 (14.8 mL) se adicioné HBr
(4.62 mL, 85.13 mmol). Después de evaporar el disolvente se obtuvo 522.3 mg
(99% de rendimiento) de la bromohidrina 167. RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 5.45
(1H, m, H-3), 4.36 (1H, m, H-16), 4.24 (1H, s, H-6) 3.50 (1H, dd, Jgem = 10.9, J26ec-
25ax = 4.3 Hz, H-26ec), 3.35 (1H, dd, Jgem = J2sax-25ax = 10.9 Hz, H-26ax), 2.04 (3H,
s, CH3-COO-3), 1.42 (3H, s, CHs-19), 1.07 (3H, d, J21.208 = 7.1 Hz, CHs-21), 1.07
(3H, s, CH3-18), 0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.3 Hz, CH3-27). RMN 13C (100 MHz, CDCls)
0:212.8 (C-12), 170.4 (CH3COO0-3), 109.3 (C-22), 85.0 (C-5), 79.1 (C-16), 75.3 (C-
6), 71.7 (C-3), 66.9 (C-26), 55.2, 55.0, 53.5, 48.7, 42.2, 40.7, 38.2, 37.7, 34.7,
34.3,31.4, 31.0, 30.2, 29.6, 28.7, 26.1, 21.3, 17.3, 17.1, 16.1, 13.2.

5.11.Procedimiento general para la sintesis de la bromocetona 160 y la
bromodicetona 168.

La bromohidrina (159 o 167) fue disuelta en CH2Cl2 y a continuaciéon se
adicion6 gota a gota el reactivo de Jones previamente preparado. La reaccién se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente (1 hora para 159 y 2 horas para
167) después de la adicion del reactivo de Jones. Una vez finalizada la reaccion el
disolvente se evaporé y el crudo de reaccion se extrajo con CH2Clz, se lavd con

salmuera, agua, se filtré6 sobre Na2SO4 y el disolvente se evaporé a sequedad en
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rotavapor. El crudo de reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna

empacada con gel de silice y utilizando una fase mévil Hexanos/AcOEt (9:1).

5.11.1. (25R)-3B-acetoxi-5a-bromo-espirostan-6-ona (160).
O

C29H43BrOs
Sdlido blanco
i Rf: 0.34 (9:1 Hexanos/AcOEt)
@] Br p.f. 227-230°C

A la solucion de la bromohidrina 159 (317.6 mg, 0.57 mmol) en 9 mL de
CH2Cl2 se adicion6 el reactivo de Jones (CrOs 229.8 mg, 2.30 mmol / H20 0.67 mL
/ H2SO4 0.19 mL). Después de la purificacion por columna del crudo de reaccion
se obtuvieron 212.2 mg (67% de rendimiento) que corresponde a la bromocetona
160. IR vmax cm™ (ATR): 2938, 2900, 2877, 2858, 1731, 1710, 1438, 1370, 1233,
1154, 1047, 982, 967, 898. RMN H (400 MHz, CDCI3) &: 5.32 (1H, m, H-3), 4.42
(1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, Jgem = 10.9, J2sec-25ax = 4.6 Hz, H-26ec), 3.36 (1H, dd,
Jgem = Josax-25ax = 10.9 Hz, H-26ax), 3.18 (1H, dd, Jgem = 14.8, J7ax-8ax = 11.6 Hz, H-
7B), 2.40 (1H, dd, Jgem = 14.5, J4p-3¢ = 5.1, H-40), 2.31 (1H, dd, Jgem = 14.8, J7eq-8ax
= 4.7 Hz, H-7a), 2.03 (3H, s, CH3-COO0-3), 1.01 (3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, J21-208
= 6.7 Hz, CHs3-21), 0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.4 Hz, CHs-27), 0.76 (3H, s, CHs-18).
RMN 13C (100 MHz, CDCI3) &: 203.5 (C-6), 170.3 (CH3COO-3), 109.3 (C-22), 80.4
(C-16), 79.4 (C-5), 70.8 (C-3), 66.9 (C-26), 61.9 (C-17), 55.9 (C-14), 47.3 (C-9),
42.6 (C-10), 41.6 (C-20), 41.0 (C-13), 40.5 (C-7), 39.2 (C-12), 35.7 (C-8), 34.8 (C-
4), 31.4 (C-23), 31.3 (C-15), 30.3 (C-1), 30.2 (C-25), 28.7 (C-24), 26.0 (C-2), 21.5
(C-11), 21.2 (CH3COO0-3), 17.1 (C-27), 16.4 (C-18), 14.6 (C-19), 14.4 (C-21).
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5.11.2. (25R)-3B-acetoxi-5a-bromo-espirostan-6,12-diona (168).
o = O

C29H41BrOs
Sélido blanco
O Rr: 0.57 (8:2 Hexanos/AcOE)
)J\o p.f. 234-236°C

Br

A la solucion de la bromohidrina 167 (1083 mg, 1.91 mmol) en 30 mL de
CH2Cl2 se adiciono el reactivo de Jones (CrOs 764.3 mg, 7.65 mmol / H20 2.25 mL
/ H2SO4 0.62 mL). Después de la purificacién por columna del crudo de reaccién
se obtuvieron 384.3 mg (35% de rendimiento) de un sélido que corresponde a la
bromocetona 168. RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 5.30 (1H, m, H-3), 4.37 (1H, m, H-
16), 3.50 (1H, dd, Jgem = 11.0, J26ec-25ax = 4.4 Hz, H-26ec), 3.34 (1H, dd, Jgem =
Josax-2sax = 11.0 Hz, H-26ax), 3.23 (1H, dd, Jgem = 14.5, J7axsax = 12.0 Hz, H-7p),
2.39 (1H, dd, Jgem = 14.5, Jaeg-3ax = 5.9, H-74a), 2.03 (3H, s, CH3-COO-3), 1.09 (3H,
s, CH3-19), 1.07 (3H, d, J21-208= 7.2 Hz, CHs-21), 1.04 (3H, s, CH3-18), 0.79 (3H, d,
Jo7-25ax = 6.4 Hz, CH3-27). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 211.2 (C-12) 202.2 (C-6),
170.2 (CH3COO0-3), 109.3 (C-22), 78.8 (C-16), 78.1 (C-5), 70.4 (C-3), 66.9 (C-26),
55.2 (C-13), 54.7 (C-14), 53.6 (C-17), 48.1 (C-9), 42.3 (C-10), 42.2 (C-20), 39.7 (C-
7), 37.7 (C-11), 34.7 (C-4), 34.6 (C-8), 31.3 (C-23), 30.7 (C-15), 30.1 (C-25), 30.0
(C-1), 28.7 (C-24), 25.8 (C-2), 21.2 (CH3COO0-3), 17.1 (C-27), 16.0 (C-18), 14.3 (C-
19), 13.2 (C-21).

5.12.Procedimiento general para la sintesis de la cetona 161 y la dicetona 169.

A una solucién de la bromocetona (160 o 168) en acido acético se adicioné
polvo de zinc y se llevo a reflujo por 2 horas. Después la reaccion se extrajo con
AcOEt y se lavé primero con solucion saturada de NaCl, después con solucion
saturada de NaHCOs y finalmente con agua. La fase organica se filtr0 sobre
Na:SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. El crudo de reaccion se
purificd en columna cromatografica empacada con gel de silice y utilizando como

disolvente una mezcla de Hexanos/AcOEt.
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5.12.1. (25R)-3B-acetoxi-5a-espirostan-6-ona (161).
0

C29H4405
Solido blanco
o) R¢: 0.30 (8.5:1.5 Hexanos/AcOEt)
)LO p.f. 221-223°C

a¥e

A la soluciéon de la bromocetona 160 (581 mg, 1.056 mmol) en 11.5 mL de
AcOH se adicion6 el polvo de zinc (276.1 mg, 4.22 mmol). En la fase 8.5:1.5
(Hexanos/AcOEt) se obtuvieron 420 mg (79% de rendimiento) de un sélido que
corresponde a la 6-cetona 161. IR vmax cm™ (ATR): 2944, 2902, 2890, 1726, 1713,
1447, 1379, 1234, 1052, 1040, 981, 900. RMN *H (400 MHz, CDCls) d: 4.66 (1H,
m, H-3), 4.42 (1H, m, H-16), 3.47 (1H, dd, Jgem = 10.9, J2eec-25ax = 4.6 Hz, H-26ec),
3.36 (1H, dd, Jgem = J2sax-25ax = 10.9 Hz, H-26ax), 2.34 (1H, m, H-7), 2.26 (1H, dd,
(Jsa-4a = 12.7, Jsqap = 3.1 Hz, H-50), 2.03 (3H, s, CH3-COO0-3), 0.97 (3H, d, J21-208=
6.8 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.4 Hz , CH3-27), 0.79 (3H, s, CH3-19), 0.78
(3H, s, CH3-18). RMN *3C (100 MHz, CDCls) &: 210.0 (C-6), 170.6 (CH3COO-3),
109.3 (C-22), 80.4 (C-16), 72.3 (C-3), 66.9 (C-26), 62.0 (C-17), 56.5 (C-5/C-14),
53.8 (C-9), 46.7 (C-7), 41.6 (C-20), 40.9 (C-10/C-13), 39.4(C-12), 37.4 (C-8), 36.3
(C-1), 31.5 (C-23), 31.3 (C-15), 30.2 (C-25), 28.7 (C-24), 26.8 (C-2), 26.1 (C-4)
21.3 (C-11/.CHsC0OO0-3), 17.1 (C-27), 16.4 (C-18), 14.4(C-21), 13.1 (C-19).

5.12.2. (25R)-3B-acetoxi-5a-espirostan-6,12-diona (169).

C29H4206

Sdélido blanco

Rs: 0.57 (8:2 Hexanos/AcOEt)
p.f. 229-232°C

A la solucién de la bromocetona 168 (350 mg, 0.62 mmol) en 17.1 mL de
AcOH se adicion6 el polvo de zinc (162.2 mg, 2.48 mmol). Después de la
purificacion por columna del crudo de reaccion se obtuvieron 244.2 mg (81% de

rendimiento) de la correspondiente 6,12-dicetona 169. IR vmax cm™? (ATR): 3388,
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2928, 2873, 1737, 1702, 1469, 1374, 1238, 1039, 982, 901. RMN !H (400 MHz,
CDCls) &: 4.66 (1H, m, H-3), 4.37 (1H, m, H-16), 3.49 (1H, dd, Jgem = 11.0, J26ec-25ax
= 4.4 Hz, H-26ec), 3.34 (1H, dd, Jgem = J26ax-25ax = 11.0 Hz, H-26ax), 2.53 (1H, m,
H-17), 2.29 (1H, dd, Jsq-4q = 12.8, Jsa-4p = 3.2 Hz, H-5a) 2.03 (3H, s, CH3-COO-3),
1.08 (3H, d, J21-208 = 7.2 Hz, CH3s-21), 1.07 (3H, s, CH3-19), 0.88 (3H, s, CH3-18),
0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.4 Hz, CH3-27). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 211.7 (C-12),
208.5 (C-6), 170.5 (CH3COO0-3), 109.3 (C-22), 78.8 (C-16), 72.2 (C-3), 66.9 (C-26),
56.0 (C-5), 55.1 (C-14/C-13), 54.3 (C-9), 53.8 (C-17), 45.8 (C-7), 42.1 (C-20), 40.4
(C-10), 37.5 (C-11), 36.2 (C-8), 35.8 (C-4), 31.3 (C-23), 30.9 (C-15), 30.1 (C-25),
28.7 (C-1), 26.6 (C-2), 26.1 (C-24), 21.3 (CH3COO0-3), 17.1 (C-27), 16.0 (C-18),
13.2 (C-19), 12.8 (C-21).

5.13. Procedimiento general para la sintesis de las oximas 162 y 174.

La 6-cetona (161) o acetato de botogenina (165) se disolvidé en etanol y se
agrego clorhidrato de hidroxilamina (NH20H-HCI) y acetato de sodio trihidratado
(NaAcO-3H20). La reaccién se calenté a 55°C durante 3 horas, posteriormente la
reaccion se extrajo con AcOEt y se lavd con salmuera. La fase organica se filtré
sobre Na2SOa4 y se concentr6 a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico
en columna cromatografica empacada con gel de silice y utlizando como

disolvente una mezcla de Hexanos/AcOEt.

5.13.1. (6E,25R)-3B-acetoxi-5a-6-hidroximinoespirostano (162).
O

C29H45NOs
Sélido blanco
O Rt: 0.35 (7:3 Hexanos/AcOEt)
)ko : p.f. 215-218°C

N\OH

A la 6-cetona 161 (420 mg, 0.88 mmol) en 40 mL de etanol se agrego
NH20H-HCI (123.6 mg, 1.77 mmol) y CH3COONa'3H20 (121.0 mg, 0.88 mmol).

Después de su purificaciébn se obtuvo en la fase 8:2 (Hexanos/AcOEt) 403 mg
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(93% de rendimiento) de un sélido que corresponde a la oxima espirostanica 162.
IR vmax cm™ (ATR): 3443, 2945, 2895, 2846, 2834, 1719, 1657, 1407, 1367, 1280,
1240, 1048, 974, 890, 868, 697. RMN *H (400 MHz, CDCIz) &: 8.88 (1H, s “ancha”,
NOH), 4.68 (1H, m, H-3), 4.42 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, Jgem = 10.9, J2eec-25ax =
4.7 Hz, H-26ec), 3.37 (2H, m, H-26ax/H-78), 2.03 (3H, s, CH3-COO0-3), 1.25 (3H, s,
CHs-19), 0.97 (3H, d, J21-208 = 6.9 Hz, CH3s-21), 0.78 (6H, m, CH3-27/CH3-18). RMN
13C (100 MHz, CDCls) &: 170.6 (CH3COO-3), 159.1 (C-6), 109.2 (C-22), 80.6 (C-
16), 73.1 (C-3), 66.8 (C-26), 62.0 (C-17), 56.4 (C-14), 54.2 (C-9), 49.3 (C-5), 41.6
(C-20), 40.8 (C-13), 39.7 (C-12), 38.9 (C-10), 35.9 (C-1), 35.3 (C-8), 31.6 (C-15),
31.3 (C-23), 30.3 (C-25), 29.6 (C-7), 28.8 (C-24), 27.5 (C-2), 27.1 (C-4) 21.4
(CH3COO0-3), 21.3 (C-11), 17.1 (C-27), 16.5 (C-18), 14.5 (C-21), 12.6 (C-19). MS
calculada para: C29H4sNOs [M+H]* 487.4. Encontrado 488.4.

5.13.2. (12E,25R)-3B-acetoxi-12-hidroximinoespirostan-6-eno (174).
HO.

O

C29H43NOs

Sdlido blanco

Rf: 0.32 (8.5:1.5 Hexanos/AcOEt)
p.f. 218-222°C

El acetato de botogenina (165) (300 mg, 0.637 mmol) en 35 mL de etanol se
agregé NH20H-HCI (88.6 mg, 1.27 mmol) y CH3COONa-:3H20 (86.7 mg, 0.637
mmol). De la fase 8.5:1.5 (Hexanos/AcOEt) se obtuvieron 255 mg (82% de
rendimiento) de la correspondiente oxima espirostanica 174. IR vmax cm™ (ATR):
3530, 2963, 2936, 2903, 2852, 2826, 1729, 1690, 1626, 1366, 1245, 1035, 901.
RMN H (400 MHz, CDCIs) &: 8.03 (1H, s “ancha”, NOH), 5.39 (1H, d, Je.7= 5.3 Hz,
H-6), 4.61 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 3.50 (1H, dd, Jgem = 10.9, J26ec-25ax =
4.4 Hz, H-26ec), 3.39 (1H, dd, Jgem = J26ax-25ax = 10.9 Hz, H-26ax), 2.60 (1H, m, H-
17), 2.04 (3H, s, CH3-COO0-3), 1.11 (3H, s, CH3-19), 1.06 (3H, d, J21-208 = 7.0 Hz,
CHz-21), 0.99 (3H, s, CHs-18), 0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.3 Hz, CH3-27). RMN 13C
(100 MHz, CDCls) &: 170.6 (CH3COO-3), 164.4 (C-12), 139.5 (C-5), 122.1 (C-6),
109.3 (C-22), 80.0 (C-16), 73.6 (C-3), 66.8 (C-26), 56.4 (C-14), 54.8 (C-17), 49.7
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(C-9), 46.8 (C-13), 42.2 (C-20), 37.9 (C-4), 37.1 (C-10), 36.7 (C-1), 31.6 (C-7), 31.4
(C-23), 31.1 (C-8), 31.0 (C-15), 30.2 (C-25), 28.7 (C-24), 27.5 (C-2), 21.4
(CH3COO0-3), 19.7 (C-11), 18.8 (C-19), 17.1 (C-27), 17.0 (C-18), 13.4 (C-21).

5.14. Procedimiento general para la sintesis de las lactamas 163 y 175.

A una solucion de la oxima (162 o 174) en THF anhidro a 0°C se adicioné
lentamente la solucion previamente preparada de SOCIl: en THF anhidro, la
reaccion se dejo en agitacion durante 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo
se agrego hielo a la reaccion y después se extrajo con CH2Clz y se lavé primero
con solucion de amonio, después solucién de NaHCOs y finalmente con salmuera.
La fase organica se filtro sobre Na:SO4 y se concentré a presion reducida. El
crudo de reaccion se purificO en columna cromatografica empacada con gel de

silice y utilizando como disolvente una mezcla de Hexanos/AcOEt.

5.14.1. (25R)-3B-acetoxi-5a-aza-B-homo-5a-espirostan-6-ona (163).

C29H43NOs

Sélido blanco

R¢: 0.35 (1:1 Hexanos/AcOEt)
p.f. 269-272°C

=N

A la oxima 162 (100 mg, 0.20 mmol) en 3.4 mL de THF anhidro se agreg6 la
mezcla de SOCI2 (0.52 mL, 7.13 mmol) en 1.0 mL de THF anhidro. Posterior a su
purificacion con fase movil Hexanos/AcOEt (5:5) se obtuvieron 77.4 mg (77% de
rendimiento) de un sélido que corresponde a la 5a-aza-B-homo-diosgenina 163. IR
vmax cmt (ATR): 2957, 2944, 2924, 2874, 1723, 1670, 1450, 1367, 1238, 1036,
978, 898, 864. RMN !H (400 MHz, CDCI3) &: 5.80 (1H, d, J = 5.1 Hz, N-H), 4.64
(1H, m, H-3), 4.37 (1H, m, H-16), 3.39 (3H, m, H-26/H-5), 2.29 (2H, m, H-7), 2.04
(3H, s, CH3-COO-3), 0.96 (3H, d, J21-208 = 6.8 Hz, CH3-21), 0.87 (3H, s, CHs-19),
0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.4 Hz, CH3-27), 0.78 (3H, s, CHs-18). RMN 13C (100 MHz,
CDCls) 6: 175.8 (C-6), 170.5 (CH3COO-3), 109.0 (C-22), 79.7 (C-16), 70.9 (C-3),
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66.9 (C-26), 62.5 (C-17), 58.7 (C-9), 56.7 (C-5), 55.5 (C-14), 41.8 (C-20), 40.4 (C-
7), 40.4 (C-13), 39.9 (C-12), 38.8 (C-10), 35.4 (C-1), 34.5 (C-4), 34.1 (C-8), 32.9
(C-15), 31.3 (C-23), 30.3 (C-25), 28.7 (C-24), 27.0 (C-2), 22.7 (C-11), 21.3
(CH3COO-3), 17.1 (C-27), 16.1 (C-18), 14.5 (C-21), 12.4 (C-19). MS calculada
para: C29H4sNOs [M+H]* 487.4. Encontrado 488.4.

5.14.2. (25R)-3B-acetoxi-12a-aza-C-homo-espirostan-5-en-12-ona (175).

C29H43NOs

Sdélido blanco

Rf: 0.18 (1:1 Hexanos/AcOEt)
p.f. 274-277°C

A la oxima 174 (100 mg, 0.20 mmol) en 3.4 mL de THF anhidro se agreg6 la
mezcla de SOCI2 (0.52 mL, 7.15 mmol) en 1.0 mL de THF anhidro. Posterior a su
purificacion con fase movil Hexanos/AcOEt (5:5) se obtuvieron 55.5 mg (55% de
rendimiento) de la correspondiente 12a-aza-C-homo-botogenina 175. IR vmax cm*
(ATR): 3203, 2937, 2875, 1735, 1650, 1455, 1377, 1239, 1056, 1034, 976, 922,
896. RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 6.01 (1H, s, NH), 5.40 (1H, d, Je.7 = 5.3 Hz, H-
6), 4.61 (1H, m, H-3), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, Jgem = 11.0, Josec-25ax = 4.4
Hz, H-26ec), 3.33 (1H, dd, Jgem = J26ax-25ax = 11.0 Hz, H-26ax), 2.69 (1H, t, J = 13.2
Hz, H-110), 2.47 (1H, d, J = 13.2 Hz, H-11a), 2.39 (1H, ddd, J = 13.2, 5.2, Hz, H-
4), 2.03 (3H, s, CH3-COO0-3), 1.36 (3H, s, CHs-19), 1.02 (3H, d, Jo1.208 = 7.2 Hz,
CHz-21), 1.01 (3H, s, CHs-18), 0.79 (3H, d, J27-25ax = 6.3 Hz, CH3-27). RMN 13C
(100 MHz, CDCI3) &: 176.5 (C-12), 170.9 (CHsCOO-3), 138.6 (C-5), 122.2 (C-6),
109.2 (C-22), 77.4 (C-16), 73.6 (C-3), 67.2 (C-26), 64.9 (C-17), 59.0 (C-13), 58.8
(C-14), 46.6 (C-9), 42.4 (C-8), 38.1 (C-4), 37.9 (C-10), 37.4 (C-11), 36.6 (C-1), 35.1
(C-15/C-20), 32.9 (C-7), 31.4 (C-23), 30.3 (C-25), 28.9 (C-24), 27.8 (C-2), 21.6
(CH3COO0-3), 19.0 (C-19), 18.6 (C-18), 17.3 (C-27), 14.6 (C-21).
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5.15. (25R)-3B-ter-butildifenilsililoxi-5a-oxa-B-homo-espirostano (176) y (25R)-
3B-ter-butildifenilsililoxi-5a-oxa-6-hidroxi-B-homo-espirostano (177).

En un matraz de fondo redondo bajo atmdésfera inerte se pesé LiAlH4 (40.6
mg, 1.07 mmol) y después se adiciond éter anhidro (19.8 mL), la suspension se

llevdo a O °C.

A una solucién de la acil-azida (152) (517.9 mg, 0.71 mmol) en éter anhidro
(39.6 mL) en atmdsfera inerte a 0°C se adicion6 gota a gota mediante jeringa la
suspension previamente preparada del LiAlHs4, la mezcla se dejé en agitacion
vigorosa durante 1.5 h. Pasado este tiempo la mezcla se verti6 en hielo y se
extrajo con AcOEt y salmuera, la fase organica se filtr6 sobre Na2SOs4 y el
disolvente fue evaporado. El crudo de reaccién se purific6 por cromatografia en
columna empacada con gel de silice, logrando obtener en la polaridad
Hexanos/AcOEt (8:2) dos compuestos, el primero correspondiente al compuesto
176 en 140.3 mg (29% de rendimiento) y el segundo al compuesto 177 en 109.6
mg (22% de rendimiento).

5.15.1. (25R)-3p-ter-butildifenilsililoxi-5a-oxa-B-homo-espirostano (176).

Ca3He204Si

Sélido blanco

R¢: 0.15 (8:2 Hexanos/AcOEt)
p.f. 171-174°C

TBDPSO o)

IR vmax CMI(ATR): 3450, 2928, 2856, 1957, 1887, 1827, 1458, 1427, 1373, 1240,
1108, 1077, 1053, 980, 700. RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7.69-7.33 (10H, m,
difenilo del TBDPS), 4.39-4.32 (1H, m, H-16), 3.98 (1H, d, Jses = 3.6 Hz, H-5q),
3.97-3.90 (1H, m, H-3), 3.73 (1H, m, H-6a), 3.57 (1H, m, H-68), 3.46 (1H, dd, Jgem
= 10.6, Josec2sax = 2.9 Hz, H-26€c), 3.35 (1H, dd, Jgem = Joeax2sax = 10.9 Hz, H-
26ax), 1.94 (1H, ddd, Jise-156 = 11.8, Jise-160 = 7.5, Jise-1a = 4.4 Hz, H-15a), 1.05
(9H, s, ter-butilo), 0.94 (3H, d, Ja1-208 = 6.8 Hz, CHs-21), 0.93 (3H, s, CH3-19), 0.78
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(3H, d, J27-25ax = 6.3 Hz, CH3-27), 0.73 (3H, s, CH3-18). RMN *3C (100 MHz, CDCls)
0: 135.7-127.4 (C-Aromaéticos del TBDPS), 109.1 (C-22), 80.2 (C-16), 73.1 (C-5),
67.4 (C-3), 66.8 (C-26), 62.0 (C-17), 59.6 (C-6), 53.4 (C-14), 41.8 (C-20), 41.1 (C-
8), 40.3 (C-13), 40.1 (C-12), 39.8 (C-10), 39.1 (C-4), 34.9 (C-9), 33.5 (C-1), 32.8
(C-15), 31.7 (C-7), 31.3 (C-23), 30.5 (C-2), 30.2 (C-25), 28.8 (C-24), 27.0 (-C-
(CH3)3), 23.6 (C-11), 19.1 (-C-(CHgs)3), 17.1 (C-27), 15.9 (C-19), 15.7 (C-21), 14.5
(C-18). MS calculado para [C43Hs204Si+H]* m/z: 670.4. Encontrado 671.4.

5.15.2. (25R)-3B-ter-butildifenilsililoxi-5a-oxa-68-hidroxi-B-homo-espirostano
(177).

Ca3He205Si

Sdlido blanco

R¢: 0.35 (8:2 Hexanos/AcOEt)
p.f. 187-189°C

IR vmax cM(ATR): 2948, 2931, 2856, 1455, 1427, 1377, 1176, 1109, 1081, 1055,
982, 897, 741, 703. RMN !H (400 MHz, CDClz) &: 7.69-7.35 (10H, m, difenilo del
TBDPS), 5.06 (1H, ddd, Jea-7a = 8.5 , Jea-7b = 5.4, Je-on = 2.8 Hz, H-6q), 4.42 — 4.33
(1H, m, H-16), 3.67 (1H, dd, Jsq.4a = 11.6, J50-48 = 5.0 Hz, H-5qa), 3.57 (1H, m, H-3),
3.48 (1H, dd, Jgem = 10.8, J26ec-25ax = 2.7 Hz, H-26ec), 3.38 (1H, dd, Jgem = J26ax-25ax
= 10.9 Hz, H-26ax), 2.38 (1H, d, Jom-6a = 2.8 Hz, HO-6), 2.11 (1H, ddd, Jisa.155 =
12.3, Jisa-160 = 7.6, Jisa-14 = 5.1 Hz, H15q), 1.95 (1H, dd, Jgem = 14.9, J7b.6 = 5.5 Hz,
H-7a), 1.74 (1H, m, H-4), 1.42 (1H, m, H-7B), 1.07 (9H, s, ter-butilo), 0.97 (3H, d,
J21-208 = 7.0 Hz, CH3-21), 0.90 (3H, s, CHs-19), 0.81 (3H, d, J27-25ax = 6.3 Hz, CHs-
27), 0.77 (3H, s, CHs-18). RMN 3C (100 MHz, CDCI3) &: 135.8-127.5 (C-
Aromaéticos del TBDPS), 109.1 (C-22), 94.7 (C-6), 79.8 (C-16), 71.4 (C-5), 70.7 (C-
3), 66.9 (C-26), 62.4 (C-17), 57.3 (C-9), 54.9 (C-14), 41.8 (C- 20), 40.1 (C-12), 40.0
(C-10), 39.9 (C-13), 39.8 (C-1), 39.7 (C-7), 34.8 (C-4), 33.1 (C-8), 33.0 (C-15), 31.4
(C-23), 30.9 (C-2), 30.3 (C-25), 28.8 (C-24), 27.0 (-C-(CH3)3), 22.3 (C-11), 19.1 (-
C-(CHs3)3), 17.1 (C-27), 16.0 (C-19), 14.6 (C-21), 13.4 (C-18). MS calculado para
[Ca3H6205Si+H]* m/z: 686.4. Encontrado 687.4
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5.16. (25R)-Acido-38-ter-butildifenilsililoxi-5a-ol-5,6-seco-espirostan-6-oico  (178)
y (25R)-3B-ter-butildifenilsililoxi-5,6-diol-5,6-seco-espirostano (179).

A una solucion del seco-acido (150) (500 mg, 0.71 mmol) en THF anhidro (35
mL) a 0°C bajo atmésfera inerte, se adiciond lentamente una suspension
previamente preparada de LiAlH4 (40.6 mg, 1.06 mmol) en THF (19 mL), la mezcla
de reaccion se agito y se mantuvo a 0°C por 20 minutos. Posteriormente se
agrego hielo a la reaccion y después se extrajo con AcOEt y salmuera, la fase
organica se filtr6 sobre Na2S0a4 y el disolvente fue evaporado a presion reducida.
El crudo de reaccion se purificé mediante cromatografia en columna empacada
con gel de silice y utilizando una fase mdvil ascendente de Hexanos/AcOEt,
obteniendo 47.8 mg (10%) del oxaesteroide 176, 39.2 mg (8%) del oxaesteroide
177, 210.3 mg (42%) correspondiente al (25R)-Acido-3B-ter-butildifenilsililoxi-5a-ol-
5,6-seco-espirostan-6-oico (178) y 151 mg del posible compuesto 179.

5.16.1. (25R)-Acido-3B-ter-butildifenilsililoxi-5a-o0l-5,6-seco-espirostan-6-0ico
(178).

C43He6206Si
Sélido amorfo
Rf: 0.23 (7:3 Hexanos/AcOEt)

IR vmax CMY(ATR): 3426, 3070, 3046, 2928, 2856, 1956, 1887, 1827, 1731, 1457,
1427, 1373, 1240, 1175, 1107, 1077, 1053, 980, 898, 700. RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) &: 7.69-7.33 (10H, m, difenilo del TBDPS), 4.34 (1H, m, H-16), 4.00 (1H,
dd, Jsga = 11.6, Jspa = 5.2 Hz, H-58), 3.47 (2H, m, H-3, H-26ec), 3.35 (1H, dd, Jgem
= Josaxzsax = 10.9 Hz, H-26ax), 2.47 (1H, d, Jgem = 13.6 Hz, H-7a), 2.31 (1H, dd,
Jgem = J7be = 13.6 Hz, H-7b), 2.05 (2H, m, H-4B, H-15q), 1.04 (9H, s, ter-butilo),
0.94 (3H, d, Jo1.208 = 6.9 Hz, CH3-21), 0.91 (3H, s, CHs-19), 0.78 (3H, d, Ja7.250x =
6.3 Hz, CHa-27), 0.76 (3H, s, CHz-18). RMN 3C (100 MHz, CDCl3) &: 174.1 (C-6),
135.7-127.6 (C-Aromaticos del TBDPS), 109.0 (C-22), 81.6 (C-5), 79.6 (C-16),
69.8 (C-3), 66.9 (C-26), 62.5 (C-17), 58.1 (C-9), 55.5 (C-14), 41.8 (C-20), 40.6 (C-
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13), 39.8 (C-12), 39.4 (C-10), 38.6 (C-4), 38.4 (C-7), 35.0 (C-8), 34.3 (C-1), 32.6
(C-15), 31.4 (C-23), 30.8 (C-2), 30.3 (C-25), 28.8 (C-24), 26.9 (-C-(CH3)3), 22.5 (C-
11), 19.1 (-C-(CHs)3), 17.1 (C-27), 16.1 (C-18), 14.4 (C-21), 12.2 (C-19).

5.16.2. (25R)-3B-ter-butildifenilsililoxi-5,6-diol-5,6-seco-espirostano (179).
0

C43He40sSi
Sélido amorfo
Rf: 0.37 (7:3 Hexanos/AcOEt)

TBDPSO OH

IR vmax cCMY(ATR): 3073, 3049, 2932, 2854, 1957, 1893, 1821, 1462, 1421, 1381,
1245, 1101, 1071, 1062, 978, 708. RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7.68-7.33 (10H,
m, difenilo del TBDPS), 4.36 (1H, m, H-16), 4.22 (1H, s, H-5), 4.03 (1H, s, H-3),
3.46 (1H, dd, Jgem 10.9 Hz = Josaxzsax = 4.1 Hz, H-26€c), 3.34 (1H, dd, Jgem = J26ax-
ssax = 10.9 Hz, H-26ax), 1.05 (9H, s, ter-butilo), 0.97 (3H, s, CHs-19), 0.94 (3H, d,
Jo1-206 = 6.9 Hz, CHs-21), 0.78 (3H, d, J27.250x = 6.3 Hz, CH3-27), 0.73 (3H, s, CHs-
18). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 135.6-127.5 (C-Aromaticos del TBDPS), 109.0
(C-22), 81.5 (C-5), 79.4 (C-16), 67.6 (C-3), 66.8 (C-26), 62.0 (C-17), 55.5 (CH),
48.2 (CH), 41.6 (CH), 40.3 (C), 39.7 (CH2), 39.5 (C-10), 38.8 (CH2), 38.2 (CH2),
36.8 (CH2), 36.4 (CHz), 34.6 (CH2), 32.6 (CH2), 32.0 (CH2), 31.3 (CH2), 30.2 (CH),
28.7 (CH2), 27.0 (-C-(CHa)s), 25.2 (C), 22.5 (CHz), 21.6 (CH2), 19.1 (-C-(CH3)a),
17.1 (CHs), 15.9 (CH3), 14.5 (CHs), 12.2 (CHa).

5.17.(25R)-3B-metoxi-espirostan-5-eno (180).

O

C28H4403
Sdlido blanco
Rs: 0.38 (9:1 Hexanos/AcOEt)

MeO
Una suspension de diosgenina (80) (5.0 g, 12.05 mmol), cloruro de p-
toluenosulfonilo (4.59 g, 24.11 mmol) en 30 mL de piridina anhidra se agité a

temperatura ambiente bajo atmosfera inerte por 42 horas. Transcurrido el tiempo
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la mezcla se extrajo con CH2Cl2 y se lavd con solucién de HCI al 10%, después
con agua, se filtr6 sobre Na:SO4 y el disolvente se evaporé a sequedad en
rotavapor. El crudo de reaccion sin purificar se colocé en atmodsfera inerte y se
agregé metanol anhidro (100 mL) y después &cido p-toluenosulfénico (2.66 g,
14.03 mmol), la mezcla se agit6 por 23.5 horas a 50°C. Posteriormente se
adicionaron mas metanol (30 mL) y PTSA (1.21 g, 7.01 mmol) y se dej6 reaccionar
otras 20 horas. A continuacion, el disolvente se evaporo a presion reducida y el
crudo de reaccion se disolvio en CH2Clz, se lavd con agua, se filtr6 sobre Na2SOa4
y se evaporo a sequedad en rotavapor. El crudo de reaccion se purificO mediante
cromatografia en columna empacada con gel de silice y utilizando una fase mavil
Hexanos/AcOEt (9:1), obteniendo 4.13 g (80%) de un sdlido blanco
correspondiente al (25R)-33-metoxi-espirostan-5-eno (180). RMN 'H (400 MHz,
CDCls) &: 5.36 (1H, d, Js.7 = 5.4 Hz, H-6), 4.42 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, Jgem =
10.9, Josec-25ax = 4.6 Hz, H-26ec), 3.38 (1H, dd, Jgem = J2sax-25ax = 10.9 Hz, H-26ax),
3.36 (3H, s, Me-37), 3.06 (1H, m, H-3), 2.40 (1H, dd, Jgem = 13.1, Jsec3ax = 4.7 Hz,
H-4a), 1.02 (3H, s, CHs-19), 0.98 (3H, d, J21-208= 6.9 Hz, CH3-21), 0.80 (3H, d, J27-
25ax = 6.3 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CH3-18). RMN *3C (100 MHz, CDCI3) &: 151.3,
139.6, 120.8, 109.2, 80.8, 73.2, 66.8, 62.0, 56.5, 49.9, 42.4, 41.5, 40.2, 39.7, 37.1,
36.6, 32.0, 31.8, 31.8, 31.3, 30.3, 28.8, 20.8, 19.4, 17.1, 16.2, 14.5.

5.18. Procedimiento general para la sintesis de los compuestos yodados 192 y
193.

A una solucién de la diosgenina protegida (81 o 180) y yoduro de litio en
CH2Cl2 y MeCN se afiadi6 BFsOEt2 gota a gota bajo una atmodsfera inerte, la
reaccion se agitdé a 30°C (1 hora para 81 y 30 minutos para 180). Después la
reaccion se lavd con solucién saturada de NaHCOs y una solucién saturada de
K2S0O4, se diluy6 con agua y se extrajo con CH2Clz. La fase organica se lavo con
salmuera, se filtré sobre Na2S0Oa4 y el disolvente se evaporo a presion reducida. El
producto crudo se disolvié en DMF y se calentd a 65°C bajo atmosfera de argon
durante 1 hora, se diluyé con agua y se extrajo con CH2Cl.. La fase organica se

lavé con salmuera, se filtré6 sobre Na2SO4 y se concentré a presion reducida. El
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crudo de reaccion se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice con

Hexanos/AcOEt (98:2) para proporcionar los compuestos puros 192 y 193.

5.18.1. (25R)-3B-metoxi-26-yodo-espirost-5,20-dieno (192).

I
== C2sHa3lO2

O Sélido blanco
R¢: 0.60 (95:5 Hexanos/AcOEt (3))

MeO

El compuesto 180 (50 mg, 0.11 mmol) y yoduro de litio (46.1 mg, 0.34
mmol) se disolvieron en CH2Cl2 (4 mL) y MeCN (1 mL) se agrego BFsOEt2 (0.08
mL, 0.69 mmol). Después del proceso de extraccion el producto crudo se disolvio
en DMF (1 mL) y continud la reaccion, finalmente se obtuvieron 20.6 mg (32.6%
de rendimiento) correspondiente al compuesto yodado 192. RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) &: 5.37 (1H, d, J6.7 = 5.3 Hz, H-6), 4.75 (1H, m, H-16), 3.37 (3H, s, Me-3")
3.26 (1H, dd, Jgem = 9.6 Hz, J2eec-25ax = 4.1 Hz, H-26ec), 3.16 (1H, dd, Jgem = 9.6 Hz,
Josax-25ax = 5.9 Hz, H-26ax), 3.07 (1H, m, H-3), 1.61 (3H, s, CHs-21), 1.03 (3H, s,
CH3-19), 1.00 (3H, d, J27-25ax = 6.3 Hz, CHs-27), 0.70 (3H, s, CH3-18). RMN 3C
(100 MHz, CDCls) &: 151.1, 140.9, 121.3, 104.1, 84.4, 80.2, 64.2, 55.6, 55.0, 50.1,
43.3, 39.5, 38.6, 37.2, 37.0, 34.1, 33.7, 32.2, 31.2, 28.0, 23.2, 21.0, 20.5, 19.4,
17.5,14.0,11.7.

5.18.2. (25R)-3B-acetoxi-26-yodo-espirost-5,20-dieno (193).
|

S C28Ha3lO2
o So6lido amorfo
') Rf: 0.45 (95:5 Hexanos/AcOEt (3))

)J\O
El compuesto 81 (300 mg, 0.65 mmol) y yoduro de litio (259.8 mg, 1.97
mmol) se disolvio en CH2Cl2 (5.6 mL) y MeCN (1.4 mL) se agreg6é BFsOEt2 (0.48

mL, 3.94 mmol). Después del proceso de extraccion el producto crudo se disolvié

en DMF (5 mL) y continuo la reaccion, finalmente se obtuvieron 280 mg (75% de
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rendimiento) de un cristal amorfo correspondiente al compuesto yodado 193. IR
vmax cm? (ATR): 2945, 2902, 2869, 2850, 1731, 1451, 1439, 1363, 1237, 1033.
RMN !H (400 MHz, CDCls) 8 5.35 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.77 — 4.68 (m, 1H), 4.63 —
4.53 (m, 1H), 3.23 (dd, J = 9.6, 4.1 Hz, 1H), 3.13 (dd, J = 9.6, 5.8 Hz, 1H), 2.46 (d,
J = 10.1 Hz, 1H), 2.01 (s, 3H), 1.58 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.96 (d, J = 6.2 Hz, 3H),
0.67 (s, 3H); 3C NMR (100 MHz, CDClIz) d 170.3, 151.1, 139.6, 122.2, 103.9, 84.2,
73.7, 64.1, 54.8, 49.9, 43.1, 39.4, 38.0, 36.9, 36.6, 34.0, 33.9, 33.6, 32.1, 31.1,
27.6, 23.1, 21.3, 20.9, 20.4, 19.2, 17.3, 13.9, 11.6; ESI-MS (m/z): 567.3 [M+H]*
calculado para C29H44103, encontrado 567.2.

5.19. Procedimiento general para la sintesis de los fosfonatos 183, 184 y 205.

Método A

Al compuesto yodado (192 o 193) en atmésfera inerte se le agrego fosfito de
trietilo (P(OEt)s) y posteriormente se calenté a 120°C por 2 dias (minimo).
Después el disolvente se evaporé a presion reducida hasta sequedad, el crudo de
reaccion se impregné en gel de silice para llevar a su purificacion por

cromatografia en columna con Hexanos/AcOEt en gradiente de concentracion.

Método B

En un tubo de reaccion provisto de una barra de agitacion se coloco el
compuesto yodado (192 o 193) en atmésfera inerte y se afiadi6 fosfito de trietilo,
enseguida el tubo se sellé y se llevdé a microondas (MO) a 200°C, con 100W de
potencia durante 2 horas. Pasado este tiempo el crudo se extrajo del tubo de
reaccion con tolueno y se evaporé a presion reducida hasta sequedad,

posteriormente se purificd de la misma manera que el método A.
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5.19.1. (25R)-3B-metoxi-26-dietil-fosfona-colest-5,20-dieno (184).

¢

OO0
_\o.‘P” Ca2Hs305P
S Sélido blanco
0] R¢: 0.10 (1:1 Hexanos/AcOEt)

Rt : 0.32 (1:1 Hexanos/AcOEt (3))
MeO

Al compuesto yodado 192 (50 mg, 0.09 mmol) se le afiadio el P(OEt)s (3.94
mL, 23.04 mmol), posteriormente se llevo a cabo el procedimiento del método A
por 90 horas. Después de su purificacion se obtuvieron 21 mg (41%) de un sélido
blanco correspondiente al compuesto 184. RMN 'H (400 MHz, CDCIs) d: 5.36 (1H,
d, Je7 = 5.3 Hz, H-6), 4.73 (1H, m, H-16), 4.10 (6H, m, H-26/H-27), 3.36 (3H, s,
Me-37), 3.06 (1H, m, H-3), 1.59 (3H, s, CH3-21), 1.33 (6H, m, CHs-28), 1.07 (3H, d,
J = 6.6 Hz, CH3-27), 1.02 (3H, s, CHz-19), 0.69 (3H, s, CHs-18). RMN 13C (100
MHz, CDCI3) &: 151.3, 140.9, 121.4, 103.7, 84.2, 80.2, 64.2, 61.3-61.1 (P-C), 55.6,
55.0, 50.1, 43.2, 39.5, 38.6, 37.1, 37.0, 35.8, 35.7, 34.1, 33.3, 32.2, 32.0, 31.2,
29.7, 28.1-28.0 (P-C), 23.2, 21.0, 20.5-20.4 (P-C), 19.4, 16.5-16.4 (P-C), 16.1-16.0
(P-C), 13.9, 11.6.

5.19.2. (25R)-3B-acetoxi-26-dietil-fosfona-colest-5,20-dieno (183).

—\00

O-p. C33Hs5306P
— Soélido amorfo
O Rf: 0.27 (7.5:2.5 Hexanos/AcOEt)
(0]
)J\O

Método A: El compuesto yodado 193 (721 mg, 1.27 mmol) se disolvidé en
P(OEt)s (43.6 mL, 254.51 mmol), luego de la purificacion en columna se
obtuvieron 705 mg (95% de rendimiento) de un solido amorfo con aspecto

cristalino correspondiente al compuesto 183.
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Método B: El compuesto yodado 193 (350 mg, 0.61 mmol) se disolvié en
P(OEt)s (3.17 mL, 18.53 mmol), después de la purificacion se obtuvieron 256 mg

(71.9% de rendimiento) del compuesto 183.

IR vmax cm™ (ATR): 2957, 2936, 2906, 2869, 2848, 1731, 1448, 1375, 1365, 1239,
1016, 938. RMN IH (400 MHz, CDCls) &: 5.31 (1H, d, Js.7 = 5.1 Hz, H-6), 4.66 (1H,
m, H-16), 4.53 (1H, m, H-3), 4.01 (6H, m, H-26/H-27), 1.96 (3H, s, CH3s-COO-3),
1.51 (3H, s, CHs-21), 1.30 (6H, t, J = 7.1 Hz, H-28), 1.00 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-27),
0.96 (3H, s, CHz-19), 0.61 (3H, s, CH3-18). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 170.6,
151.4, 139.7, 122.3, 103.7, 84.3, 73.9, 64.2, 61.3-61.2 (P-C), 54.9, 50.0 43.2, 39.4,
38.1, 37.0, 36.7, 35.9, 35.6, 34.1, 33.4, 32.1, 32.0, 31.2, 28.1-28.0 (P-C), 27.7,
23.2, 21.4, 20.9, 20.6-20.5 (P-C), 19.3, 16.5-16.4 (P-C), 13.9, 11.6; ESI-MS (m/z):
599.3477 [M+Na]* calculado para Cs3Hs306P, encontrado 577.3633.

5.19.3. Compuesto (194).

Ca3Hs306P
So6lido amorfo
R¢: 0.56 (7:3 Hexanos/AcOEt)

Método A: El compuesto yodado 193 (770 mg, 1.35 mmol) se disolvidé en
P(OEt)s (4.60 mL, 27.18 mmol), posterior a la purificacion se obtuvieron 57 mg
(7.2%) de un sdélido amorfo con aspecto cristalino correspondiente al compuesto
194.

Método B: El compuesto yodado 193 (350 mg, 0.61 mmol) en P(OEt)s (3.17
mL, 18.53 mmol), dio lugar a la formacion de 5 mg (1.4%) del compuesto 194.

IR vmax cmt (ATR): 3443, 2933, 2898, 2866, 2842, 1730, 1439, 1233, 1020, 950.
IH NMR (400 MHz, CDCls) & 5.36 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.64 — 4.52 (m, 2H), 4.22 —

53



4.08 (m, 4H), 2.31 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 2.02 (s, 3H), 1.56 (s, 3H), 1.32 (td, J = 7.1,
4.4 Hz, 6H), 1.01 (s, 3H), 0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCls) &
170.5, 139.6, 122.2, 89.7, 88.1, 80.7, 80.6, 73.8, 71.5-71.4 (P-C), 58.0, 49.7, 48.8-
48.7 (P-C), 47.9-47.8 (P-C), 42.3, 40.5, 38.0, 36.9, 36.6, 31.7-31.6 (P-C), 31.0,
27.7;, TOF-MS (m/z): 599.4543 [M+Na]* calculado para CssHs3OsP, encontrado
576.3580.

5.19.4. Compuesto (195).

C29H4404
Sélido blanco
o O Rr: 0.58 (4:1 Hexanos/ACOEt (2))
o p.f. 154-156 °C

Mo

Método A: El compuesto yodado 193 (150 mg, 0.26 mmol) y P(OEt)s (1.36
mL, 7.94 mmol), formaron 12 mg (9.9%) de un sdlido blanco correspondiente al

compuesto 195.

Método B: El compuesto yodado 193 (322 mg, 0.56 mmol) en P(OEt)s (2.90
mL, 17.05 mmol), formé 30 mg (11%) del compuesto 195.

IR vmax cm™t (ATR): 3367, 2931, 2904, 2871, 2850, 1727, 1454, 1433, 1360, 1238,
1035, 1025. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 5.37 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 4.67 — 4.55 (m,
2H), 2.33 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 2.04 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.05 (s, 3H),
0.86 (d, J = 6.3 Hz, 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCI3) & 170.5, 139.7, 122.3, 107.3,
82.4, 73.9, 69.1, 55.3, 51.4, 50.0, 47.5, 42.0, 41.8, 38.1, 36.9, 36.7, 36.0, 34.2,
32.1, 31.8, 30.1, 27.7, 27.4, 21.8, 21.4, 20.6, 19.3, 16.5, 16.2; TOF MS (m/z):
479.3544 [M+Na]* calculado para C29H4404, encontrado 456.3240.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Sintesis de los compuestos 154 y 156.

Hay varios enfoques descritos para la sintesis de 6-azaesteroides, la
mayoria de ellos posicionando el atomo de nitrogeno como un grupo funcional
lactama [39,91-92]. En el caso de esteroides 6-imina solo existen dos reportes
relacionados con esta sintesis; el colesterol [9,55] y el derivado del éster metilico
del acido 3B-hidroxietiénico [58,93]. En este contexto en nuestro grupo de trabajo
decidimos extrapolar la sintesis de la oxaziridina del colesterol descrita por del Rio
y colaboradores a la preparacion de una oxaziridina espirostanica a partir de
diosgenina, esto también teniendo como base el extenso historial relacionado con
la importancia de esta sapogenina en el desarrollo y uso de farmacos esteroidales
[51].

La sintesis de la primera 6-azasapogenina a partir de diosgenina se
propuso a través del intermediario 5,6-secoesteroide 150 (Esquema 15), es asi
gue teniendo en consideracion la obtencion de este dltimo en condiciones de
Jones, decidimos realizar desde el inicio la proteccién del grupo 3-OH de 80 con
el reactivo cloro-t-butildifenilsilano, ya que este grupo protector al ser voluminoso
es mas estable a la hora de realizar la posterior apertura oxidativa en el anillo B,
asi como, durante la ciclacién del seco-isocianato [93,9]; por experiencia previa se
sabe que el grupo acetato se elimina facilmente en estos pasos de la sintesis [94].
Por lo tanto, el compuesto 80 se hizo reaccionar con el cloruro de ter-
butildifenilsililo en presencia de imidazol y DMF para obtener el ter-butildifenil éter
148 como un solido blanco en rendimiento del 89% (Esquema 15). La posterior
epoxidacion del doble enlace 5,6 con acido meta-cloroperbenzoico (AMCPB)
permiti6 obtener la mezcla diastereocisomera a/f8 de epdxidos 149a/b en una
proporcion 3:1 con un rendimiento del 94%, esto se confirmd en el espectro de
RMN H en el que se observaron dos sefiales dobles en 2.75 y 2.73 ppm
asignadas a los protones a y B respectivamente del epéxido (H-6), estos datos

coinciden con los descritos anteriormente en nuestro grupo de investigacion [89].
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Cabe mencionar que la estructura del compuesto 149a, anteriormente habia sido

confirmada mediante el andlisis por difraccion de rayos-X de monocristal [88].

Inicialmente, la mezcla de epdxidos se sometid6 a oxidacion utilizando el
reactivo de Jones en las condiciones de reaccion descritas por del Rio y
colaboradores [9] para la oxidacion de 5,6-epoxi-colesterol (Jones, acetona:H20, 3
h 50°C), sin embargo, como era de esperar, el cambio de materia prima, también
supone una reactividad diferente, por lo que después de algunos ensayos se
observo que a 1 h y 50°C, el compuesto 149 conduce a la formacion de dos
compuestos, identificados como 5,6-seco-cetoacido 150 y el subproducto derivado
de la pérdida del grupo protector TBDPS. Con el objetivo de mejorar el
rendimiento de 150, se exploraron otras condiciones de reaccion, por ejemplo,
variando la temperatura, encontrando que cuando la reaccion se realizaba a 0°C
durante 1 h, solo se obtenian trazas de 150, mientras que el intermedio a-
hidroxicetona era el producto principal. Finalmente se determindé que cuando la
reaccion transcurre durante 1 h a temperatura ambiente se obtiene el 5,6-seco-
cetoacido 150 en un rendimiento del 78%. La formacion del producto deseado se
confirmé mediante RMN de '3C que mostré sefiales a 216,8 ppm y 177,6 ppm
asignadas al grupo carbonilo en C-5 y al acido carboxilico en C-6. El andlisis de
espectrometria de masas de alta resoluciéon de 150 mostré un ion molecular en
701,4236 (M+H)*. También se observaron dos bandas de absorcion de carbonilo
en el espectro IR a 1731 cm™? y 1703 cm™ dando evidencia de la presencia de
estos dos grupos funcionales. Cabe destacar que bajo estas condiciones de
oxidacion el fragmento espirocetalico (anillo E/F) se mantiene sin cambio
aparente. Haciendo una busqueda de la literatura encontramos que el 5,6-seco-
cetodcido acetilado en C-3, recientemente ha sido reportado en un rendimiento del
61% a partir del tratamiento de acetato de diosgenina (81) con trioxido de cromo
en acido acético (2 h, temperatura ambiente), en este articulo los autores también
lo reportan como subproducto (20%) cuando la oxidacién con CrOs/acido acético
se lleva a 0°C durante 3 h [71]. En nuestro caso, aunque la oxidacién del
compuesto 148 se llevo a cabo en dos pasos, la epoxidacion de 148 con AMCPB

procede en 10 minutos a temperatura ambiente y rendimiento casi cuantitativo,
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adicionalmente la reaccion de Jones procede en menor tiempo Yy sin

calentamiento.

TBDPSCI
Imidazol, DMF

89%

Jones
Acetona/CH,Cl,

74% TBDPSO S
150 O 149a:149b

Esquema 15. Sintesis del secoesteroide 150.

Continuando con la sintesis de la oxaziridina, posteriormente se realizé la
preparacion del haluro de acido 151 con cloruro de tionilo en presencia de éter
etilico/DMF. El espectro IR para 151 mostré una nueva banda de absorcion en
1793 cm?, confirmando la formacién del haluro de acilo, que absorbe a
frecuencias mas altas. Posteriormente, la transformacion en la acil-azida 152
mediante tratamiento con azida de sodio en una mezcla de agua/acetona a
temperatura ambiente durante 10 minutos, permitié6 obtener la acil-azida 152 en
una mezcla con isocianato 153, en una proporcion (4:1) segun lo confirmado por
RMN de 'H del crudo de reaccién, que mostré en una proporcién mucho menor las
sefales desplazadas a mayor frecuencia para H-7a y H-7b adyacentes al atomo
de nitrégeno para el isocianato, en comparacion con la sefial a 2.89 ppm para el
proton de H-4eq de la acil-azida 152. A diferencia del colesterol [9], la reaccion del
analogo espirocetal 151 se lleva a cabo rapidamente; 10 minutos en comparacion
con los 30 minutos requeridos para el analogo del colesterol (Esquema 16). La
mezcla de acil-azida-isocianato 152:153 se transformo6 en el isocianato 153 en
condiciones de transposicion de Curtius. La formacion de 153 fue confirmada por

el andlisis de RMN de *H del crudo de reaccién que mostré dos nuevas sefiales
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para los protones en C-7 en 3.39 ppm y 3.21 ppm que se desplazan a una
frecuencia mas alta en comparacion con la acil-azida evidenciando la presencia
del atomo de nitrogeno adyacente en esta posicion. Ademas, en el espectro de
RMN de *3C la sefial cambia a una frecuencia mas baja (121.9 ppm) caracteristica
del -NCO en comparacion con el grupo acil-azida (179.9 ppm), lo que confirma la
obtencion del producto 153. El fragmento espirocetalico permanece sin cambio
aparente bajo la secuencia de estas reacciones, esto se confirmd por la presencia
de la sefial caracteristica de C-22 a 109.1 ppm en la RMN de *3C.

O

socl,
Et,O/DMF
TBDPSO o
150 0O
NaNj _
Acetona/H,0 10 minutos
i 0
Tolueno
80°C

30 minutos  TBDPSO
153 0 152 O
Esquema 16. Sintesis del isocianato espirostanico 153.

Una de las etapas cruciales en el desarrollo de esta sintesis es la ciclacién
del compuesto 153, para esto una vez confirmada la formacion de éste, fue
necesario realizar varios ensayos para el cierre del anillo B, al inicio se comenz6
utilizando las condiciones descritas para el 6-azacolesterol [9], que consisti6 en la
reaccion del isocianato 153 con 5 equivalentes de alimina neutra bajo agitacion a
temperatura ambiente en hexano durante 3 h; estas condiciones proporcionaron la
6-azadiosgenina (154) con bajo rendimiento y materia prima sin consumir como
compuesto principal, esto se confirmé por CCF y analisis de RMN de 'H del crudo
de reaccion (Esquema 17). Con el objetivo de incrementar el rendimiento de la

reaccion, se procedio a intentar la ciclacion del anillo B, utilizando la metodologia
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descrita por Frye [93], que consiste en el tratamiento del isocianato 153 con gel de
silice y calentamiento en tolueno a 38°C durante toda la hoche, como resultado de
este ensayo se observo la formacidn de la 6-azadiosgenina (154) ademas del
producto 155 conteniendo un doble enlace en C-3 y C-4 proveniente de la pérdida
del grupo protector TBDPS (Esquema 17), esto también se confirm6 mediante el
andlisis de RMN de 'H, en el cual no se observaron protones aromaticos y en su
lugar aparecieron dos nuevas sefales dobles de dobles en la region de
hidrégenos vinilicos a 6.20 ppm (Jeis = 10.1 Hz, Jz2 = 3.9 Hz) y 5.96 ppm (Jcis =
10.1 Hz, J42=1,9 Hz), asignados a H-3 y H-4 respectivamente del 6-azadieno 155
(Ver apéndice, Figura 85). El andlisis de espectrometria de masas para 155
mostré un ion molecular en 397 (M)* y confirm6 la pérdida del grupo ter-

butildifenilsililo.

Al,O3
neutra (5 eq)

Hexano
3 h, t.a.

153

Tolueno, 38°C
toda la noche  TBDPSO

155

Esquema 17. Ciclacién del isocianato 153.

Teniendo como antecedente que los isocianatos se pueden ciclar a imina
mediante soporte cromatografico empacado con alimina neutra, se procedio a
dejar reposar el compuesto 153 en una columna empacada con alimina neutra,
los resultados de los ensayos variando el tiempo, se muestran en la tabla 1. Cabe
destacar que, por ejemplo, en el caso de los ensayos 3-6; cuando ambos
compuestos 154/155 estan presentes, la CCF se corrié al menos cuatro veces en

una mezcla de Hexanos/acetato de etilo 4:1, debido al cercano factor de retencion
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entre ambos compuestos (154/155), siendo esto necesario para poder identificar la

presencia de ambos compuestos.

Tabla 1. Ensayos de ciclacion del isocianato 153 utilizando una columna
cromatografica.

Ensayo Tiempo Producto
1 30 min 154
2 1h 154
3 2h 154*/155
4 3h 154/155 (1:1)
5 9h 154/155*
6 14 h 154/155*
* Producto Mayoritario

Del resultado obtenido en el ensayo 1, se decidié extrapolar las condiciones
de reacciéon utilizando un matraz de reaccion provisto de agitador magnético,
variando la cantidad de alimina y utilizando hexano como disolvente, encontrando
gue con un exceso de alumina (60 equivalentes) y agitando por 30 minutos a
temperatura ambiente, se obtiene la 6-azadiosgenina (154) como un sélido blanco,
y punto de fusién de 137-140°C, en un rendimiento del 49% después de la

purificacion por cromatografia en columna (Esquema 18).

Al,O5 neutra

Hexano
R

30 minutos
49% TBDPSO

154

Esquema 18. Condiciones para la obtencion de 6-azadiosgenina (154).
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La formacion del compuesto 154 se confirmdé mediante analisis
espectroscopico y espectrométrico, de tal forma que el espectro de masas APCI-
TOF mostré el ion molecular calculado en 654.4341 (M+H)* correspondiente al
peso de la estructura propuesta. El espectro infrarrojo mostré una banda a 1654
cm! caracteristica de la frecuencia de estiramiento del grupo C=N. En el espectro
de RMN de 'H (Figura 11) se observaron diferencias significativas con respecto al
isocianato 153, por ejemplo, las sefiales multiples para H-3 y H-16 aparecen
separadas en 3.71 ppm y 4.39 ppm para la 6-azadiosgenina, también los
hidrogenos diastereotdpicos en la posicion siete mostraron cambios significativos.
Asi, H-7B y H-7a aparecieron como sefiales ddd en 3.63 ppm (Jgem = 17.7 Hz, J7s
88=5.1 Hz y J7p9a= 2.2 Hz) y 2.85 ppm (Jgem = 17.7 Hz, J74.86 = 10.5 HZ ¥ J7a.9a =
3.1 Hz) respectivamente. Las sefiales en 3.46 ppm (dd, Jgem = 10.9 Hz, J26ec-25ax =
3.8 Hz, H-26ec) y 3.35 ppm (dd, Jgem = 10.9 Hz, Josax-25ax = 10.9 Hz, H-26ax)
correspondientes a los hidrégenos diastereotépicos H-26ec y H-26ax, confirmaron
que el fragmento espirocetalico permanece sin cambios. En el espectro de RMN
de 13C de 154 la nueva sefial a 173.4 ppm y la desaparicion de las sefiales de
C=0 (216.3 ppm) y NCO (121.9 ppm) confirmaron la ciclacion del anillo B y la

presencia del grupo imina C=N en 173.4 ppm.
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a) Compuesto 153

CH,-21
CH,-18

CH-27

H-16
H-3

L

b) Compuesto 154

CH;-2

=
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Figura 11. a) Espectro de RMN de 'H del isocianato 153 y b) RMN de H de la 6-
azadiosgenina 154.

El mecanismo de la ciclacion del isocianato 153 para la obtencién de la 6-
azadiosgenina 154 puede explicarse segun lo reportado por Knof y Lettré [95-96].
La catalisis del compuesto 153 en presencia de alumina produce un intermediario
del tipo A, que posteriormente reacciona con el agua del medio de reaccion [97]
para dar el compuesto B, que debido a la eliminacién de agua y CO:2 forma la 6-

azadiosgenina 154 (Esquema 19).

/(ﬁ _ALOy _H0_
O \ N -Hzo C02
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R = TBDPS o 0-C=0
A

153 B

Esquema 19. Ciclacién del isocianato 153.
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Para la obtencion de la oxaziridina, inicialmente la 6-azadiosgenina (154) se
oxidé con AMCPB en las condiciones reportadas para la oxidacion de iminas [98-
103]. Sin embargo, después de varios ensayos con el AMCPB en presencia de
diferentes disolventes como, Hexanos/MeOH, diclorometano o tolueno a diferentes
temperaturas (-78°C, 0°C o temperatura ambiente) e incluso AMCPB con NaCOs
en diclorometano variando los tiempos de reaccion [9,58,104]; los mejores
resultados se encontraron aplicando la metodologia reportada por Frye. En una
mezcla de Hexanos/metanol, después de 5 minutos a -78°C seguido de la
purificacion del crudo de reaccioén por cromatografia en columna usando como
eluyente diclorometano/metanol (99:1), el compuesto 156 se obtuvo en un 58% de
rendimiento, acompafiado de un subproducto identificado como la lactama 157 en
un 11% de rendimiento. La estructura de este ultimo compuesto fue propuesta con
base en el andlisis de RMN de 1D y 2D, y por comparacion con un analogo
reportado por Frye, en esta ultima parte cabe mencionar, que él reporté la
obtencion de este analogo luego de fotdlisis de la oxaziridina 33, sintetizada a
partir del éster metilico del &cido 3B-hidroxietiénico [58]. Con el interés de observar
si se podia mejorar el rendimiento de 156 se encontré que cuando la reaccion se
lleva a cabo en una mezcla de Hexanos/metanol a 0°C durante 45 minutos, 156 se

obtiene en 79% de rendimiento después de su purificacién por cromatografia en

AMCPB
MeOH/Hexano

—————
-78°C, 5 min
RO

AMCPB
MeOH/Hexano
W

0°C, 45 min
RO

156

Esgquema 20. Oxidacion de la 6-azadiosgenina (154).
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La reaccion de oxidacion conduce estereoespecificamente a la S-oxaziridina
156, que se obtiene en forma de un solido amorfo con aspecto cristalino incoloro.
En su espectro de masas APCI-TOF se encontrd el ion molecular de 670.4293
(M+H)* correspondiente al peso de la estructura propuesta Ca2HsoNO4Si+H. El
espectro infrarrojo mostré la desaparicion de la banda en 1754 cm™ previamente
asignada al grupo C=N, y la aparicion de nuevas bandas ubicadas en la regién de
la huella digital en 1106, 1077 y 1053 cm™ correspondientes a las vibraciones de
flexién (C-O, C-N, C-C), ademas de las vibraciones de estiramiento caracteristicas
C-H a 3070 cmty 2931 cm™.

Por otro lado, también se observaron cambios significativos en el espectro de
RMN de 'H de los protones vecinos al anillo de tres miembros; uno de los
hidrégenos diastereotdpicos localizados en C-7 aparece como una sefal doble de
dobles en 3.43 ppm asignado a H-7 con constantes de acoplamiento (Jgem = 17.0
Hz, J7s.86 = 7.5 Hz), éste mostro correlacion en el espectro COSY con la sefial en
2.88 ppm con constantes de acoplamiento (Jgem = 17.0 Hz, J74-88 = 10.1 Hz), por lo
tanto, se asigné a H-7a. Las sefiales de los hidrogenos en C-4 también se
asignaron mediante el experimento COSY, que muestra dos dobles de dobles en
2.31 ppm para H-4ax con constantes de acoplamiento (Jgem = 12.6 Hz, Jsec-3ax =
11.2 Hz) y en 1.40 ppm H-4ec (Jgem = 12.6 Hz, Jsax-3ax = 4.9 Hz). Los protones en
C-19 aparecieron ligeramente mas desplazados a 1.16 ppm. Otros protones que
mostraron cambios significativos fueron el H-16 y el H-3 asignados en 4.35 ppm y
3.82 ppm, asi como los hidrégenos diastereotopicos H-26ec y H-26ax (dd, Jgem =
Josax-25ax = 10.9 Hz) en 3.45 ppm y 3.33 ppm, en comparacion con la 6-
azasapogenina 154. El espectro NOESY evidencio la correlacion a través del
espacio entre H-88 con la sefial localizada en 3.43 ppm, previamente asignada a
H-78 con base en la constante de acoplamiento observada pseudoaxial-
pseudoecuatorial, mientras que H-7a mostr0 un acoplamiento pseudoaxial-
pseudoaxial y se observo en 2.88 ppm. La misma tendencia en términos de
efectos de desproteccion-proteccion se observé para H-48 (2.31 ppm) y H-4a

(1.40 ppm). Con base en esta evidencia espectral, se propuso configuracion f8
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para el anillo de oxaziridina teniendo en cuenta los efectos de desproteccion del
anillo de tres miembros sobre los hidrégenos vecinos que se encuentran en la

misma cara [9].

6.2. Sintesis de la 6-aza-B-homo-diosgenina 163.

La sintesis de la aza-B-homo diosgenina 163, se inicié con la acetilacion del
grupo hidroxilo en C-3 de la diosgenina (80) empleando las condiciones que se
muestran en el esquema 21.

0

Ac,O/piridina
CH,Cl, 9

Ao

HO

Diosgenina
Esquema 21. Acetilacion de la diosgenina (80).

El compuesto 81 se obtuvo como un sdlido blanco en 88% de rendimiento
después de su purificacion, los datos espectroscopicos del producto acetilado se

muestran en el apéndice (Figuras 96 y 97).

Posteriormente el compuesto 81 se llevd a oxidaciébn con acido m-
cloroperbenzoico (AMCPB) en CH2Cl2, obteniendo la mezcla de epoxidos 158a/b,
sin embargo, en estas condiciones de reaccidn se obtiene como epimero
mayoritario el derivado 158a, que no es favorable para futuras reacciones en las
cuales es necesario el epéxido con orientacion B [105-107]. Con el objetivo de
minimizar la obtencion del epimero a se llevd a cabo la oxidacion con
permanganato de potasio (KMnOs) y sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04-5H20) en una mezcla de H20, CH2Clz y ter-butanol (Esquema 22) [108];
encontrando que después de 6 horas de reaccion se observa la formacion de los
epoxidos 158a/b obteniendo predominantemente el B-epoxido 158 en 45% de

rendimiento después de la purificacion en columna cromatogréfica.
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Esgquema 22. Condiciones de reaccion para la obtencién de los epoxidos 158a/b.

En la figura 12 se muestra la comparacion de los espectros de RMN de *H
para los epdxidos 1588 (parte superior) y 158a (parte inferior), en los que se
puede observar la ausencia de la sefial del protdn vinilico (H-6) en 5.11 ppm y en
su lugar aparecen las sefiales dobles de H-6 base de oxigeno; en 3.09 ppm se
observa la sefial de H-6a para el epoxido con orientacion B, mientras que la sefial
en 2.75 ppm pertenece a H-6( para el epdxido con orientacion a. Para el epoxido
con estereoquimica B, la sefial en 4.76 ppm asignada a H-3 se encuentra
ligeramente desplazada a menor frecuencia por encontrarse del lado opuesto al
anillo del epéxido. Mientras que los metilos CHs-19, CH3-21, CH3-27 y CH3-18 se
asignaron en 1.02, 0.95, 0.79 y 0.75 ppm respectivamente.
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Figura 12. Comparacion de los espectros de RMN de 'H del B-epéxido (superior)
con el a-epoxido (inferior) a 400 MHz en CDCls.

66



Posteriormente se realiz6 la apertura del epoxido, sin llegar a la escision del
anillo B, esto mediante el tratamiento de 1588 con acido bromhidrico (HBr) en
CH2Cl2 a temperatura ambiente; inicialmente la reaccion se realizd siguiendo la
metodologia reportada por Iglesias-Arteaga y colaboradores [105] que indicaba un
tiempo de reaccién de 10 minutos, no obstante, en estas condiciones en nuestro
caso aun se observaba la materia prima B-epoxido 158, por lo cual se procedio a
monitorear la reaccion en CCF durante un mayor tiempo, encontrando que
después de 2 horas de reaccién se obtenia la bromohidrina 159 (Esquema 23).

@)

BrOH

Esquema 23. Apertura del B-epoxido 158 con HBr.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 13) del crudo de reaccién se observa el
desplazamiento de H-6 base de alcohol a mayor frecuencia con respecto a la
materia prima 1588, 4.19 ppm (3.09 ppm anteriormente). En 5.47 y 4.41 ppm se
observan las sefiales multiples de los hidrégenos base de oxigeno H-3 y H-16
respectivamente. Los hidrégenos diastereotopicos de C-26 se observaron en 3.48
(Jgem = 10.9 Hz, Jogec-25ax = 4.6 Hz) y 3.36 ppm (Jgem = J2sax-25ax = 10.9 Hz) como
sefales dobles de dobles para H-26ec y H-26ax respectivamente. La sefial simple
2.04 ppm que integra para 3 hidrégenos se asign6 al metilo de acetilo. En el
espectro de RMN de 3C (Figura 14) se observé el desplazamiento de C-6 a mayor
frecuencia en 75.5 ppm, ademas la sefial de C-5 se encuentra ahora en 86.6 ppm
debido al efecto de desproteccion del atomo de bromo. Adicionalmente la sefial
del carbono espirocetéalico C-22 se observa en 109.3 ppm con lo que se descarta
la apertura del anillo F.
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Figura 13. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCIs del crudo de reaccién de
la halohidrina 159.

T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0

c-22 c-18& e @

L1-0

T T T T T T T T
90 80 70 60 50 40 30 20 1

T T T T T T T T
80 170 160 150 140 130 120 110 100
ppm

Figura 14. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) en CDCls del crudo de reaccién de
la halohidrina 159.
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A continuacion, el crudo de reaccion del compuesto 159 se disolvido en
CH2Cl2 para posterior tratamiento con el reactivo de Jones (recién preparado), la
reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 hora para obtener la
bromocetona 160 como un soélido blanco en 67% de rendimiento después de su

purificacion mediante columna cromatografica en una fase mévil Hexanos/AcOEt

(9:1) (Esquema 24).

159
Esquema 24. Oxidacion de la bromohidrina 159.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 15) se observa la ausencia de la
sefal de H-6 en 4.19 ppm, las sefales dobles de dobles en 3.18 ppm (Jgem = 14.8,
J7eg=11.6 Hz) y 2.31 ppm (Jgem = 14.8, J74.83 = 4.7 Hz) se asignaron a H-78 y H-
7a respectivamente, mientras que la sefial en 2.40 ppm (Jgem = 14.5, Jagza = 5.1

Hz) corresponde a H-4p.
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Figura 15. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCIs de la bromocetona 160.
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El espectro de RMN de '3C (Figura 16) confirmé la formacion de la
bromocetona 160, debido a la ausencia de la sefial base de hidroxilo de C-6 en
75.5 ppm y en su lugar aparece la sefial en 203.5 ppm caracteristica para
carbonilos de cetona. En su espectro de IR de 160 se observaron 2 bandas de
absorcion, en 1731 cm™* para el carbonilo de acetilo y en 1710 cm™ del carbonilo

de la cetona.
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Figura 16. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) en CDClIs de la bromocetona 160.

Una vez confirmada la obtencion del compuesto 160 se continué con la
reaccion de deshalogenacion, para lo cual la bromocetona 160 se hizo reaccionar
con zinc en presencia de acido acético a reflujo durante 2 h (Esquema 25).

0

Zn

AcOH
g reflujo, 2 h )J\o H

5 160 o 161

Esquema 25. Deshalogenacién de la bromocetona 160.
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El compuesto 161 se obtuvo como un sdlido blanco en un 79% de
rendimiento después de su purificacion; en el espectro de RMN de 'H (Figura 17)
se observa la presencia de una nueva sefial como doble de dobles en 2.26 ppm
(Jsa-aa = 12.7, Jsa-ag = 3.1 Hz) que corresponde a H-5a, ademas se observan las
sefiales de H-3 y H-16 base de oxigeno en 4.66 ppm y 4.42 ppm respectivamente,
por otra parte, el metilo secundario CHs3-27 se encuentra traslapado con las
sefales de los metilos terciarios CHs-19 y CHs-18. La RMN del compuesto 161 se
compardé con los datos reportados por Wang y colaboradores [109] confirmando su

obtencion.

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 26 24 22 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0

ppm

Figura 17. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCls del compuesto 161.
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En el espectro de RMN de 3C (Figura 18) se observa el desplazamiento de
la sefial de C-5 a frecuencias menores (de 79.4 ppm a 56.5 ppm) debido a que ha
dejado de ser base del halégeno Bromo. Asimismo, se contindan observando las
sefiales de los carbonilos de cetona y acetilo en 210.0 y 170.6 ppm

respectivamente.
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Figura 18. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) en CDCls del compuesto 161.

Para la sintesis de la 6-oxima 162, el compuesto 161 se disolvié en etanol y
se hizo reaccionar con clorhidrato de hidroxilamina (NH20H-HCI) en presencia de
acetato de sodio trihidratado (NaAcO-3H20). La reaccion se mantuvo a 55°C
durante 3 horas (Esquema 26) [110], pasado este tiempo se obtuvo la oxima
espirostanica 162 en un rendimiento del 93% después de su purificacion por

cromatografia en columna.

NH,OH"HCI/

NaAcO-3H
a00320‘ 0

: Etanol, 55°C, 3 h )J\O .
H o) 161 H Nl 162
‘OH
Esquema 26. Sintesis de la 6-oxima espirostanica 162.
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La espectrometria de masa baja resolucién mostré un ién molecular de 488.4
(M+H)* que corresponde con el peso molecular del compuesto 162. En su
espectro de IR se observaron 2 bandas de absorcion, una en 1719 cm? que
corresponde al carbonilo de acetilo y otra en 1657 cm del estiramiento C=N en
lugar de la anterior banda de grupo cetona en 1713 cm™. En el espectro de RMN
de 'H (Figura 19) se puede observar una sefial simple ancha en 8.88 ppm que
corresponde al proton del OH de la oxima. La sefial de H-78 se encuentra
traslapada con la sefial de H-26ax en 3.37 ppm pero que mediante el analisis de la
ampliacion de esta region fue posible determinar sus constantes de acoplamiento
(J78-7a = 13.9 Hz, J78.88 = 4.9 Hz), considerando estos dos datos (desplazamiento y
constante de acoplamiento) y comparando con los reportes descritos [91,110], se

propone una configuracion de la oxima 162 tipo “E”.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCIls de la 6-oxima espirostanica 162.



En el espectro de RMN de 3C (Figura 20) de la oxima 162 se observa la
ausencia de la sefial de carbonilo de cetona en 210.0 ppm y en su lugar aparece
una sefal en 159.1 ppm para carbono de imina que corresponde a la oxima en C-
6, ademas de las sefiales base de oxigeno C-16, C-3 y C-26 en 80.6, 73.1 y 66.8

ppm respectivamente.
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Figura 20. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) en CDCIs de la 6-oxima 162.

El reordenamiento de Beckmann de la oxima 162 se realiz6 con cloruro de
tionilo (SOCI2) y usando tetrahidrofurano (THF) como disolvente. La reaccion se
llevé a cabo en condiciones anhidras a 0°C, en el primer ensayo la reaccion se
mantuvo durante 1 hora obteniendo el producto 163 en bajo rendimiento, por lo
que se decidi0 monitorear el curso de la reaccion por CCF desde tiempos
menores, encontrando que después de 10 minutos se obtiene la lactama 163 en
un 77% de rendimiento, posterior a su purificacion por cromatografia en columna

usando una fase mévil Hexanos/AcOEt (7:3) (Esquema 27).
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Esquema 27. Condiciones de reaccion para la obtencion de la lactama 163.

El compuesto 163 se obtuvo en forma de sélido blanco, su espectrometria de
masa baja resolucion mostré el mismo ibn molecular 488.4 (M+H)* encontrado
para la oxima 162, esto debido a que son isbmeros estructurales. Por otra parte,
en el espectro de infrarrojo se continla observando la banda del carbonilo de
acetilo en 1723 cml, mientras que la banda de estiramiento C=N (1657 cm)
anteriormente observada para 162, es sustituida por una nueva en 1670 cm

correspondiente al carbonilo de amida.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 21) se observé la desaparicion de la
sefial ancha en 8.88 ppm del OH de la oxima y se encontré una nueva sefal doble
en 5.80 ppm (J = 5.1 Hz) que se asignoé al hidrégeno del N-H, esta sefial a su vez
correlaciona en el experimento COSY (Ver apéndice, Figura 104) con la sefial
multiple en 3.39 ppm (3H) que corresponde a H-5 que se encuentra traslapado
con H-26. Ademas, en 2.29 ppm se observa una sefial multiple que se asigno a H-
7. Por otra parte, las dos sefiales multiples en 4.64 ppm y 4.37 ppm se asignaron a
los H-3 y H-16 base de oxigeno, mientras que la sefial en 2.04 ppm corresponde
al metilo de acetilo. Las sefiales en 0.96 ppm, 0.87 ppm, 0.79 ppm y 0.78 ppm
corresponden a los metilos CHs-21, CHs-19, CHs-27 y CHs-18 respectivamente.

76



©
o II“’
SO
3-OCOﬂ3 =
25
o
N
— [N
N IO’)
Ilcf)I
5 o
H-26
H-5 H-7
JNJ[ \ \
60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
ppm

Figura 21. Espectro de RMN de H (400 MHz) en CDCIz de la lactama 163.



En el espectro de RMN de 13C (Figura 22) se observa la ausencia de la sefial
asignada al C-6 de la oxima en 159.1 ppm y en su lugar aparece una sefial en
175.8 ppm que corresponde al carbonilo de lactama. La sefal del carbono
espirocetalico en 109.0 ppm se mantiene sin modificacion, descartando cualquier

modificacion en el fragmento espirostanico.
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Figura 22. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) en CDCIs de la lactama 163.

Mediante el experimento HMBC (Figura 23) se confirmd la correlacion
heteronuclear (C-H) a larga distancia del hidrégeno de N-H (5.80 ppm) a 2 enlaces
de distancia con C-5 (56.7 ppm) y a 3 enlaces de distancia a los carbonos C-4
(34.5 ppm) y C-7 (40.4 ppm) confirmando la conectividad propuesta para la
lactama 163.
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En la tabla 2 se hace un comparativo de la RMN de la lactama 61 reportada
por Cui y colaboradores [66] y la 163.

Tabla 2. Comparacién de datos espectroscépicos (*H, 3C, IR) de las lactamas

163y 61.
Lactamas esteroidales
Senal
N-H 5.80 ppm (1H, d, J = 5.1) 5.54 ppm (1H, d, J = 5.1)
H-7 2.37-2.22 ppm (2H, m) 2.36-2.22 ppm (2H, m)
H-5 3.39 ppm, traslapado con H-26 | 3.47-3.40 ppm (1H, m)
H-3 4.71-4.57 ppm (1H, m) 4.70-4.60 ppm (1H, m)
CHs-19 0.87 (3H, s) 0.86 ppm (3H, s)
C-amida (6) 175.8 ppm, 1670 cm™* 176.2 ppm, 1662 cm™
C-7 40.4 ppm 42.5 ppm
C-5 56.7 ppm 56.4 ppm
C-3 70.9 ppm, 1723 cm™! 70.9 ppm, 1719 cm™!

Del andlisis de los datos mostrados en la tabla 2, podemos notar que la
constante de acoplamiento del N-H, el desplazamiento de la sefial de carbono, asi
como la banda de IR de C-6 incluyendo los desplazamientos de C-7 y C-5 son
parecidos a los reportados para el compuesto 61; permitiendo corroborar la
estructura propuesta para la aza-B-homo 163 de diosgenina.



6.3. Sintesis de la 6-aza-B-homo-botogenina 173.

La botogenina (164) (Figura 24), también conocida como gentrogenina [111],
es una sapogenina esteroidal de tipo espirostanica aislada de Dioscorea mexicana
[112]. Debido al doble enlace presente en anillo B y el grupo carbonilo en C-12,
puede utilizarse como materia prima para obtener esteroides modificados en esas

posiciones del esqueleto esteroidal.

HO
Figura 24. Estructura de la botogenina (164).

La sintesis del aza-B-homo 173 se llevd a cabo a partir del acetato de
botogenina (165) mediante la ruta sintética empleada para la diosgenina, pero con
algunos ligeros cambios en la metodologia. La sintesis inici6 mediante la oxidacion
con KMnO4 y CuS04-5H20 durante 11 horas de reaccién, obteniendo el S-epdxido
166 en un rendimiento del 41% después de su purificacibn por columna
cromatografica (Esquema 28). En este punto cabe destacar que a diferencia del
sustrato diosgenina, este compuesto requirié de un mayor tiempo de reaccion para
completar dicha oxidacion (6 contra 11 horas).

0

o KMnO,
(@) CUSO45H20
_—
)J\o H,O/CH,Cl,/
(CH3)30H
165 - 1665

Esquema 28. Condiciones de reaccién para la obtencién del -ep6xido 166.

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 1668 se destaca principalmente
la sefial doble en 3.16 ppm (J = 2.6 Hz) que fue asignada al H-6a y que por
comparacion con el epoxido 1588 corresponde al epdxido B (Figura 25). El resto

de las sefales permanece sin cambio significativo.
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La apertura regioselectiva del compuesto 1668 se realizé por medio del
tratamiento con HBr en las condiciones mostradas en el esquema 29. Nuevamente
a diferencia del compuesto 159 de diosgenina, con este compuesto se requieren 4

horas de reaccion para la obtencion de la bromohidrina 167.

0

0

@

HBr
—_— O

CH,Cl,
4 h )J\o

Br 167

0O 1665
Esquema 29. Obtencion de la bromohidrina 167.

El andlisis por RMN de 'H (Figura 26) del crudo de reaccién mostré el
desplazamiento esperado para H-6 base de alcohol a mayor frecuencia, en 4.24
ppm. La sefal simple en 1.42 ppm se asigno al metilo angular C-19, indicando que
el hidroxilo de C-6 se encuentra en una orientacion . Las sefiales de H-3 y H-16

base de oxigeno se observaron en 5.45 ppm y 4.36 ppm como sefiales multiples
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respectivamente. Para C-26 se observaron dos sefiales dobles de dobles en 3.50
(Jgem =10.9 HZ, J26ec-25ax =43 HZ) Yy 3.35 ppm (Jgem = J263x-25ax =10.9 HZ) para H-

26ec y H-26ax respectivamente.

3-0(:0% CH,-18
CH3-19
£y
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Figura 26. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCIz de la halohidrina 167.

En el espectro de RMN de *3C (Figura 27) se observa en 212.8 ppm la sefial
del carbonilo de cetona C-12. Por otro lado, la sefial de C-6 antes perteneciente al
anillo de epéxido mostré un cambio en un desplazamiento hacia frecuencia mayor
en 75.3 ppm, a su vez C-5 ahora base de halégeno aparece en 85.0 ppm, el resto

de las sefnales permanece sin cambio significativo.
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Figura 27. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) en CDCIs de la halohidrina 167.

Posteriormente se llevo a cabo la sintesis de la bromocetona 168 a partir del
crudo de reaccion de la halohidrina 167 via uso del reactivo de Jones, la reaccion
procede en 2 horas a temperatura ambiente obteniendo un sélido blanco después
su purificacion en columna en un 35% de rendimiento (Esquema 30).

0

Esgquema 30. Oxidacion de la bromocetona 168.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 28) del compuesto 168 se observa la
desaparicion del proton de C-6, antes base de alcohol. La sefial doble de dobles
en 3.23 ppm (Jgem = 14.5, J7p.8g= 12.0 Hz) se asigno a H-78, mientras que la sefal
doble de dobles en 2.39 ppm (Jgem = 14.5, J7a-88 = 5.9 Hz) corresponde a H-7a. Las
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sefiales simples que pertenecen a los metilos 19 y 18 se observan en 1.09 y 1.04
ppm respectivamente y dos sefales dobles para los metilos secundarios 21 y 27
en 1.07y 0.79 ppm.

3’-0COoCH,

H,0
© 5
: !
8 I
2 ER e
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Figura 28. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCIs de la bromocetona 168.

En el espectro de 3C (Figura 29) se observan algunas sefiales
caracteristicas para la bromocetona 168, por ejemplo, las sefiales para los
carbonilos de cetona en 211.2 ppm y 202.2 ppm de C-12 y C-6 respectivamente.
La sefial en 202.2 ppm junto con la desaparicion de la sefial en 75.3 ppm
confirman la obtenciéon del compuesto 168. Se continda observando la sefial del
espirocetal de C-22 en 109.3 ppm con lo que se confirma que este fragmento

permanece sin cambio aparente.
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Figura 29. Espectro de RMN de 13C (100 MHz) en CDCls de la bromocetona 168.

Para la obtencion de la dicetona 169, la bromocetona 168 se hizo reaccionar
con zinc en acido acético, la mezcla se llevo a reflujo por 2 horas obteniendo el
compuesto 169 en forma de sélido blanco en 81% de rendimiento, este producto
presentd poca solubilidad en los disolventes CH2Cl2, AcOEt, y MeOH (Esquema
31).

Zn
AcOH
reflujo, 2 h )J\o :
168 H 169

0] @)
Esquema 31. Deshalogenacion de la dicetona 169 de botogenina.

Br

El andlisis del espectro de IR de 169 mostré 2 bandas en 1737 cm* y 1702

cm® que corresponden a los carbonilos de acetilo y cetona respectivamente. En el
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espectro de RMN de !H (Figura 30) se observa el desplazamiento de H-3 a mayor
frecuencia 4.66 ppm, con respecto a su precursor 168 debido a la desproteccion
inducida por atomo de bromo. Por otra parte, se observa la aparicion de una
nueva sefal doble de dobles en 2.29 ppm (Jsq-4¢ = 12.8, Jsa-4s = 3.2 Hz) que
corresponde a H-5a. Los protones H-26ec y H-26ax se asignaron en 3.49 ppm y

3.34 ppm respectivamente.

CH,-19
21 3-0COCH,
2 25
026
CH,-18
&
g §
&
(@)
I
X
g F
g |
x

T
N
[
(0]

J&A . | i

I T |
SR m

. )V‘L jﬂ \1 ‘

° Wy NK“WUW “’vbMv“ Y AJ‘ J
Y, N, S | ™ M WAL

T T T T T T T T T 1
48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 1.4 1.2 10 08 0
ppm

Figura 30. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCIz de la dicetona 169.

H-3  H-16

En el espectro de 3C (Figura 31) se observéd el desplazamiento de C-5 a
menor frecuencia 56.0 ppm, ademas de las sefiales en 211.7 y 208.5 ppm de los
carbonos de cetona C-12 y C-6 respectivamente, asi como los carbonos base de
oxigeno C-16 en 78.8 ppm, C-3 en 72.2 ppm y C-26 en 66.9 ppm confirmaron la

obtencion de la dicetona 169.
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Figura 31. Espectro de RMN de '3C (100 MHz) en CDCIs del compuesto 169.

Para llevar a cabo la obtencion de la oxima a partir del compuesto 169 se
procedi6 a emplear las mismas condiciones antes ensayadas para su analogo
161, utilizando 2 equivalentes de NH20OHHCI y 1 equivalente de NaAcO-3H20 en
etanol. Dado que el compuesto 169 presenta en su estructura 2 grupos cetona, se
pensoé en la posibilidad de obtener mas de un producto o al menos alguno de los
siguientes, 6-oxima 170, 12-oxima 171 y/o la 6,12-dioxima 172 (Esquema 32).
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NH,OH-HCl/
NaAcO'3H,0

Etanol

Esquema 32. Metodologia para la obtencion de oximas a partir de 169.

Tras realizar el primer ensayo con las condiciones de reaccibn mencionadas,
el crudo de reaccion se llevé a su andlisis por RMN de 'H observando la presencia
de materia prima 169 y trazas de un producto nuevo. Esta reaccién se llevo a su
purificacion en columna obteniendo en la fraccion 5-6, trazas de una mezcla de
dos productos, que tras su analisis por RMN se determiné que uno de ellos
correspondia a la formacién de la 6-oxima 170 y el segundo a la 12-oxima 171.
Con la finalidad de llevar al consumo total de la materia prima se realizaron otros
ensayos para optimizar las condiciones de reaccion, variando equivalentes de
NH20H-HCI (A) y NaAcO-3H20 (B), disolvente y tiempos de reaccién. En la tabla 3
se muestran los resultados de los ensayos, cabe mencionar que los productos de
oxima continlan presentando baja solubilidad en CH2Clz2, AcOEt, MeOH. Al igual

gue la materia prima 169.
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Tabla 3. Ensayos para la obtencién de oximas a partir de 169.

Ensayo A B Disolvente Tiempo Producto
1 2 eq 1leq Etanol 3h 169*/170/171
2 4 eq 1leq Etanol 3h 170*/171
3 8 eq 4 eq Etanol 3h 170*/171
4 8 eq 4 eq Etanol 24 h 169*/171
5 2eq leq Piridina 3h 169*/170/171
6 4 eq 1leq Piridina 3h &*/171
7 4 eq 1leq Piridina MW (5 min) | Descomposicion
8 8 eq 4eq Piridina 3h &

A: NH20H-HCI, B: NaAcO-3H20, &: Subproductos, *: Producto mayoritario

En todos los ensayos la obtencion de productos de oxima fue de baja a
trazas, la formacion de la dioxima 172 no se logr6 observar. En los ensayos
utilizando etanol como disolvente no se observa la presencia de subproductos, sin
embargo, ya que la dicetona 169 presentaba baja solubilidad en etanol se decidi6é
realizar la reaccion en piridina considerando otros reportes [113] sin lograr obtener
buenos rendimientos para estos derivados. La identificacion de los productos 170
y 171 se realizé por RMN de carbono ya que mediante la RMN de hidrégeno, los
espectros no presentaban un patron repetitivo de sefiales. Para los ensayos 2y 3
se observaron resultados muy similares, lo que indica que el exceso de los
equivalentes de NH20H-HCI y NaAcO-3H20 no contribuye significativamente en el
rendimiento de la reaccion. Al realizar la reaccion en microondas (ensayo 7) se
obtiene descomposicion de la materia prima. En la figura 32 se muestra un

ejemplo comparativo de la RMN de 3C de los ensayos 1-5.
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Figura 32. Comparacioén de los espectros de RMN de 3C (100 MHz) en CDCIs de los ensayos 1-5.
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Dado que no fue posible obtener el compuesto 170 de manera aislada, pero
si como producto mayoritario, se decidid repetir el ensayo 2 y después de su
purificacion llevar a condiciones del reordenamiento de Beckmann, en iguales

condiciones a las empleadas para el compuesto 162 (Esquema 33).

o = O

Reordenamiento
Beckmann

G 170

NOH
Esguema 33. Reaccion del reordenamiento de Beckmann de la oxima 170.

Se esperaba que el o los productos formados se podrian separar e identificar
y de esta manera establecer la oxima de procedencia, no obstante, en el espectro
RMN de 3C no se observé alguna sefial a frecuencia menor después del grupo
acetilo de C-3 en 170.5 ppm, que pudiera dar indicios de la presencia de un
carbonilo del grupo lactama. Finalmente, después de varios ensayos no fue
posible lograr la obtencion de la lactama 173 a partir del sustrato oxima de
botogenina, por lo que con estos datos se procedio a replantear como ruta alterna
la modificacion sobre el anillo C de botogenina, los resultados encontrados se

describen a continuacion.

6.4. Sintesis de la 12-aza-C-homo-botogenina 175.

Considerando el grupo carbonilo en C-12 de la botogenina, se decidid
realizar la sintesis de la 12-oxima 174, esto mediante el tratamiento del acetato de
botogenina 165 con NH20H-HCI| y CH3COONa'3H20 en etanol (Esquema 34). Esto
también teniendo como antecedente que de los dos isbmeros geométricos
posibles para la oxima, el impedimento estérico extremo estaba asociado con el

isbmero que posee el grupo hidroxilo de la oxima anti al anillo A.
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Esgquema 34. Condiciones para la obtencion de la 12-oxima espirostanica 174.

Con base a lo antes mencionado, se propone la formacion de la oxima con el
grupo hidroxilo sin al anillo A, donde no se observaron efectos estéricos
considerables. El producto 174 se obtuvo como un sélido blanco en un 82% de
rendimiento después de su purificacion, en su espectro de IR se observo la
ausencia de la banda del grupo cetona de C-12 en 1705 cm™ y en su lugar se
observa una banda en 1690 cm™. En el espectro de RMN de H (Figura 33) se
observa una sefal simple ancha en 8.03 ppm que se asigno al protén del OH de la
oxima. En 5.39 ppm se encuentra una sefial doble (Js.7 = 5.3 Hz) caracteristica del
proton vinilico de H-6. Las dos sefiales multiples en 4.61 y 4.41 ppm se asignaron
a los hidrégenos base de oxigeno H-3 y H-16 respectivamente, mientras que las
sefiales dobles de dobles en 3.50 ppm (Jgem = 10.9 Hz, J2gec-25ax = 4.4 Hz) y 3.39
ppm  (Jgem = Joeax-2sax = 10.9 Hz) corresponden a H-26ec y H-26ax
respectivamente. Se esperaba un comportamiento similar al observado para la
oxima 162, en la cual el protbn de H-78 presentaba una variacion de
desplazamiento, sin embargo, para este compuesto mediante el analisis de los
desplazamientos de los hidrogenos de C-11, no fue posible encontrar algin

cambio significativo que diera informacién al respecto.
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Figura 33. Espectro de RMN de 1H (400 MHz) en CDCIs de la 12-oxima 174.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 34) de la 12-oxima 174 se observa la
ausencia de la sefial de carbonilo de cetona en 212.8 ppm y en su lugar aparece
una sefal en 164.4 ppm para carbono de imina que corresponde a la oxima en C-
12, ademas se contindan observando las sefales de los carbonos C-5y C-6 en la
region de los vinilicos en 139.5 y 122.1 ppm respectivamente. Las sefiales de los
carbonos base de alcohol C-16, C-3 y C-26 también se confirmaron en 80.0, 73.6

y 66.8 ppm respectivamente.
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Figura 34. Espectro de RMN de 13C (100 MHz) en CDCIs de la 12-oxima 174.

Con los datos espectroscopicos obtenidos hasta ese momento de la 12-
oxima 174 no fue posible determinar la configuraciéon del grupo hidroxilo (Z o E),
por lo que se decidi6 proceder a la reaccion del BKR, teniendo en cuenta la

posible obtencién de una de las dos lactamas.

La oxima 174 se sometid en iguales condiciones a las utilizadas para su
anélogo 162. La reaccion procede a los 10 minutos, obteniendo un sélido blanco
en un 55% de rendimiento después de su purificacion en columna cromatografica

(Esquema 35)

socl,

—_———

THF / 0°C
10 minutos )
174 175

Esguema 35. Condiciones de reaccion para obtener la 12-lactama 175.
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En el espectro de RMN de 'H (Figura 35) se observa la ausencia de la sefial
en 8.03 ppm correspondiente al hidroxilo de la oxima, en su lugar se encontré una
nueva sefal simple en 6.01 ppm que se asigno al hidrogeno del N-H. El observar
una sefal simple para el grupo N-H proporciona evidencia que el carbono vecino
no tiene protones. En 5.40 ppm se encontrd la sefial caracteristica del proton
vinilico H-6 como doble (Je.7 = 5.3 Hz), esta sefial mostro correlacion con la sefal
en 122.2 ppm en el experimento HETCOR (Ver apéndice, Figuras 110). Ademas,
en 2.69 ppm se observa una sefal triple (Jgem = J118-9¢ = 13.2 Hz) que se asigné a
H-118, asi como en 2.47 ppm una sefial doble (Jgem = 13.2 Hz) del H-11a. Por otra
parte, las dos sefales multiples en 4.61 ppm y 4.43 ppm se asignaron a los
hidrogenos base de oxigeno H-3 y H-16 respectivamente, mientras que el metilo
de acetilo se asigné en 2.03 ppm. Las sefiales en 1.36 ppm, 1.02 ppm, 1.01 ppm y
0.79 ppm corresponden a los metilos CHz-19, CHz-21, CHz-18 y CHs-27
respectivamente. En su espectro de IR se observa una banda de carbonilo de
acetilo en 1735 cm, y otra banda fuerte en 1650 cm™ correspondiente al

carbonilo de lactama.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 36) se observa la desaparicion de la
sefal asignada a la oxima de C-12 en 164.4 ppm, en su lugar aparece una nueva
seflal en 176.5 ppm que corresponde al carbonilo de lactama. Esta sefial nos
indica la obtencién del producto del reordenamiento de Beckmann. La sefial del

carbono espirocetélico se continda observando en 109.2 ppm.
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCIls de la lactama 175.
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Figura 36. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) en CDCIs de la lactama 175.
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El experimento NOESY (Figura 37) nos permitid observar una correlacion a
través del espacio del hidrogeno del N-H (posicion 12a) con el hidrégeno de C-17,
confirmando la estructura propuesta para la lactama 175. Esto nos permite a su

vez determinar la configuracion de la oxima 174 de tipo “E”.
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Figura 37. Experimento NOESY del compuesto 175.
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6.5. Sintesis de los oxaesteroides 176y 177.

En nuestro interés de obtener otros analogos nitrogenados a partir de la acil-
acida 152 y teniendo como antecedente resultados previos de un trabajo de
maestria a partir del 5,6-seco-esteroide del colesterol [114], al inicio de esta parte
se decidi6 llevar a cabo la sintesis del compuesto 152 de acuerdo a la
metodologia propuesta en el esquema anterior 16. Una vez confirmada la
obtencion de 152, se procedio a realizar la reduccién de la acil-azida 152 con 1.5
equivalentes de hidruro de litio y aluminio (LiAIH4) en éter etilico anhidro a 0°C
durante 1.5 horas (Esquema 36). A diferencia de los resultados observados
usando la acil-azida del colesterol [114], donde solo se observaba la formacion de
un producto analogo de 176; con el derivado 152 se encontrd la formacion de un
segundo producto con factor de retencion en CCF ligeramente mayor al de 176

identificado como la estructura de 177.

TBDPSO
152 176 177
Esguema 36. Obtencion de los oxaesteroides 176y 177.

En un principio se pensé que el segundo producto podria tratarse de una
amina [115] o en su caso de una imina por ciclacion intramolecular, no obstante, la
prueba de Dragendorff descartdé la presencia de nitrégeno para ambos
compuestos. La purificacion de los productos se realiz6 mediante cromatografia en
columna con una fase mévil Hexanos/AcOEt (8:2), los dos nuevos compuestos
176 y 177 de estructura poco comun se obtuvieron en forma de solidos blancos,
en rendimientos del 29% y 22% respectivamente.

La espectrometria de masa baja resolucion mostro el ion molecular de 671.4
(M+H)* que corresponde con el peso molecular del compuesto 176. En el espectro

de IR se observa la ausencia de las bandas de absorcion correspondientes al
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estiramiento C=0 del acil-azida en 2134 cm, asi como de la cetona en 1702 cm-.
En el espectro de RMN de *H del compuesto 176 (Figura 38) se observé una sefial
doble en 3.98 ppm que se asigné al H-5 base de oxigeno, dicha sefal se
encuentra casi traslapada con la sefial multiple en 3.94 ppm que corresponde a H-
3 base del éter del grupo protector TBDPS. Las sefales en 3.73 ppm y 3.57 ppm
fueron asignadas para los protones de H-6 a/B. Los hidrégenos diastereotdpicos
H-26ec (Jgem = 10.6, Josec-2sax = 2.9 Hz) y H-26ax (Jgem = J2sax-25ax = 10.9 Hz) se
asignaron en 3.46 ppm y 3.35 ppm respectivamente. Los metilos terciarios CHs-19
y CHs-18 se observaron como sefiales simples en 0.93 ppm y 0.73 ppm
respectivamente, mientras que los metilos secundarios CHs-21 (J21-208 = 6.8 Hz) y

CHs-27 (J27-25ax = 6.3 Hz) se asignaron a las sefales dobles en 0.94 ppm y 0.78
ppm.

En el espectro de RMN de '3C del compuesto 176 (Figura 39) destaca la
ausencia de las sefiales de cetona (216.8 ppm) y acil-azida (179.9 ppm),
confirmando la reducciéon de ambos grupos acilo, al mismo tiempo se observé una
nueva sefial en 73.1 ppm que coincide con un desplazamiento de base de
heterodtomo y la cual corresponde a C-5 base de oxigeno. Adicionalmente se
observaron las sefiales de los carbonos del grupo protector en el rango de 135.7 a
127.4 ppm (aroméaticos del TBDPS), 27.0 ppm (-C-(CHz3)3) y 19.1 ppm (-C-(CHsa)s.
Otras sefiales a destacar para este compuesto son la de 67.4 ppm y 59.6 ppm que
se asignaron a C-3 y C-6, ademas la sefal de la fusién espirocetélica de C-22 en

109.1 ppm se observa sin cambios significativos.

El experimento DEPT para 176 mostr6 un total de 4 metilos, 11 metilenos y 9
metinos. Ademas, por diferencia con el espectro de RMN de 3C, se asignaron 3
carbonos cuaternarios, confirmando las 27 sefales esperadas para esta

estructura, omitiendo las sefiales del grupo protector (Figura 40).
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCls del compuesto 176.
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El experimento COSY (Figura 41) nos permiti6 observar las correlaciones
homonucleares para su asignacion inequivoca, por ejemplo, se observé la correlacion
de los hidrégenos de H-6ay 66 en 3.73 y 3.57 ppm respectivamente, al mismo tiempo
ambas sefiales mostraron una correlacion con la sefal en 1.62 ppm que pertenece a H-
7. Ademas, la sefial multiple en 3.94 ppm que corresponde a H-3 correlacioné con la

sefal en 1.78 ppm de H-4, y esta a su vez con la sefial en 3.98 ppm de H-5.

El experimento HETCOR (Figura 42) permitié observar las correlaciones carbono-
hidrégeno, lo que fue util para la asignacion inequivoca de C-5 en 73.1 ppm con la
sefal en 3.98 ppm de H-5, mientras que la sefial en 59.6 ppm de C-6 correlaciona con
las sefales en 3.73 y 3.57 ppm de H-6a y H-60 respectivamente. Asi mismo la sefial de
C-3 en 67.4 ppm correlacion6 con el H-3 en 3.94 ppm; por su parte las sefiales de H-
26ec y H-26ax en 3.46 y 3.35 ppm mostraron correlacion con la sefial en 66.8 ppm de
C-26.
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Figura 41. Experimento COSY para el compuesto 176.
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El experimento NOESY de 176 fue de gran ayuda ya que nos permitié observar
correlaciones a través del espacio, por ejemplo, la correlaciéon de H-5 en 3.98 ppm con
H-3a en 3.94 ppm con lo cual se establecié una fusién de tipo trans entre los anillos
A/B. Ademas, se observo la correlacion de H-14a en 1.33 ppm con una de las sefales
de H-6 en 3.73 ppm, por lo que fue posible diferenciar a H-6a en 3.72 ppm de H-683 en

3.57 ppm. En la figura 43 y 44 se muestran las correlaciones a través del espacio.
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Figura 44. Experimento NOESY del compuesto 176.
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La caracterizacion estructural inequivoca del compuesto 177 se realizé con ayuda
de técnicas espectroscopicas, por ejemplo, la espectrometria de masa baja resolucion
mostré un ién molecular de 687.4 (M+H)* que corresponde con el peso molecular del
compuesto 177. Para el caso de la RMN se utilizé la de 1D y 2D, por ejemplo, en la
figura 45 se muestra el espectro de RMN de 'H para este compuesto, en el se observan
2 sefiales multiples en el rango de 7.69 a 7.35 ppm que integraron para un total de 10
hidrogenos del sistema aromatico del grupo protector TBDPS, confirmando que no ha
ocurrido desproteccion. En 5.06 ppm se observa una sefial multiple que se asigné a H-
6, dicha sefial se encuentra desplazada a mayor frecuencia con respecto a su analogo
176, esto debido a la desproteccion inducida por ambos atomos de oxigeno. La sefal
en 3.67 ppm se asigné a H-5, la siguiente sefial hacia frecuencias menores
corresponde a H-3 en 3.57 ppm como una sefial multiple. La sefial doble que se

observa en 2.38 ppm pertenece al hidroxilo enlazado a C-6.
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCls del compuesto 177.
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En la RMN de 3C de 177 (Figura 46) aparece una sefial en 94.7 ppm que se
asigno al carbono hemicetalico C-6, mientras que los carbonos adyacentes al atomo de
oxigeno C-16, C-5, C-3 y C-26 se asignaron en 79.8, 71.4, 70.7 y 66.9 ppm
respectivamente, ademas la sefial del C-22 del espirocetal en 109.1 ppm se mantiene

con lo que se descartar alguna posible apertura de la cadena lateral.

El experimento DEPT permitid identificar un total de 4 metilos, 10 metilenos y 10
metinos. Asimismo, por diferencia con el espectro de RMN de 3C, se asignaron 3
carbonos cuaternarios, confirmando las 27 sefiales esperadas para la estructura de

177, omitiendo las sefales del grupo protector (Figura 47).
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Figura 46. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) en CDCIls del compuesto 177.
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El experimento COSY de 177 (Figura 48) mostro la correlaciéon de la sefial maltiple
en 5.06 ppm asignada a H-6 con las sefiales 1.95 y 1.42 ppm que corresponden a H-7,
de igual forma H-6 present6 correlacion con la sefial doble en 2.38 ppm y que se asigné
al hidroxilo de C-6. Por otra parte, se pudo observar una secuencia de enlaces iniciando
con la sefial de H-5 en 3.67 ppm que correlaciono con la sefial de H-4 en 1.74 ppm, y a

su vez H-4 correlacion6 en 3.57 ppm con la sefial de H-3.

El experimento HSQC (Figura 49) mostro correlacion de la sefial de H-6 en 5.06
ppm con la sefial de 94.7 ppm de C-6, H-5 en 3.67 ppm con 71.4 ppm, mientras que la
sefial en 2.38 ppm asignada al grupo hidroxilo no presentd correlacion con algin
carbono. Asi mismo se observaron otras correlaciones importantes, por ejemplo, C-16
en 79.8 ppm con la sefial en 4.37 ppm de H-16, C-3 en 70.7 ppm con 3.57 ppm de H-3
y C-26 en 66.9 ppm con las sefiales en 3.48 y 3.38 ppm que se asignd a H-26ec y H-

26ax respectivamente.
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La fusion de los anillos A y B del compuesto 177 se determiné mediante el
experimento NOESY (Figura 50), en el cual se observo la correlacion del H-5 en
3.67 ppm con la sefial de H-3 en 3.57 ppm, lo que permite establecer la posicion
de H-5 en a y una fusién trans entre los anillos A/B. Por otra parte, la
estereoquimica de C-6 se determind observando las siguientes correlaciones: el
H-16a correlacion6 con H-15a en 2.11 ppm, este a su vez correlaciond con la
sefal en 1.95 ppm que pertenece a H-7 con lo cual se determinaron ambos con
orientaciéon a, la seflal H-7a mostré correlacion con la sefial de H-6, por
consiguiente se propone que el hidroxilo tiene orientacion 6-OHp, esto también se
confirmd por la correlacion que mostré este grupo -OH con la sefial en 1.62 ppm
gue corresponde a H-88, de tal manera que la sustitucion del grupo hidroxilo en C-

6 se establece con orientacion S.
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Figura 50. Experimento NOESY del compuesto 177.

Por otra parte, para justificar la formaciéon de los oxaesteroides 176 y 177 a
partir de la acil-azida 152 se procedié a realizar una busqueda en la literatura.
Encontrando un reporte en el que describen que el curso de la reduccion de acil
amidas con LiAlH4 depende de la concentracion del agente reductor; si éste es
suficiente, la reduccion es completada produciendo la amina, mientras que la falta
de LiAlH4 conduce a una escision del enlace C-N formando el alcohol [116]. Con lo
antes citado se propone el siguiente mecanismo para demostrar la formacién de
los compuestos 176 y 177. Como primera parte se reduce la cetona de C-5 junto
con la acil azida para formar el intermediario amida 58-alcohol A, que en presencia
del agente reductor lleva a la escision del enlace C-N mediante eliminacién de
amoniaco, produciendo una estructura de tipo B que sufre una ciclacion
intramolecular proporcionando las especies C y D que a su vez pueden formar los

oxaesteroides 176 y 177 (Esquema 37).
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Esquema 37. Propuesta para la formacion de los oxaesteroides 176y 177.

Con el interés de observar si existia variacion en los rendimientos de los
oxaesteroides 176-177 y teniendo como antecedente que la forma de adicion del
LiAIH4 también influye en la formacion de los productos, se decidi6 realizar varios

ensayos en los cuales se evalud la forma de adicién del reductor, los resultados

observados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Ensayos de adicion del agente reductor para obtener los oxaesteroides

176 y 177.
Ensayo Al‘jlbj:?'f Solvente  Temperatura Tiempo Plrgguctoslg’/;)
1 Jeringa Eter 0°C at.a. 1.5h | 29.3 | 225
2 Directa | Eter 0°Cata. | 20min | 136 | 7.4
3 Jeringa Eter 0°Cata. | 20min | 279 | 21.7
4 Céanula Eter 0°C at.a. 20min | 21.3 14.6
5 Jeringa THF 0°C at.a. 20min | 16.8 12.8
6 Directa THF 0°C at.a. 20 min 8.8 3.1

Nota: Las reacciones se llevaron a cabo con 1.5 equivalentes del LiAlHa.
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Como se puede observar los rendimientos no aumentaron al cambiar la
forma de adicion (directa o adicién gota a gota con jeringa o canula) y el disolvente
a THF, sin embargo, son similares si la reaccion se realiza a 1.5 horas o 20
minutos mediante adicion con jeringa del hidruro previamente disuelto en éter
etilico (Ensayos 1 y 3). Esto nos permite establecer que al realizar la reaccion

mediante adicion con jeringa se obtienen los mejores resultados.

6.6. Reduccion del 5,6-secoesteroide 150 con LiAlHa.

Con los datos anteriores se pensé en explorar la reduccién directa de 150,
para demostrar si también a partir de esta materia prima se podian obtener 176 y
177. En este contexto el compuesto 150 se hizo reaccionar con 2.5 equivalentes
de LiAlH4 en THF por 20 minutos a 0°C (Esquema 38), transcurrido el tiempo de
reaccion se observo la formacion de cuatro compuestos por placa cromatogréfica.
El andlisis de RMN de 'H después de la purificacion del crudo de reaccion permitié
identificar dos compuestos minoritarios que correspondian a los oxaesteroides 176
y 177 en 10% y 8% de rendimiento respectivamente, mientras que los nuevos
productos mayoritarios corresponden de la reduccion de la cetona en C-5 178 y un
segundo producto que muy probablemente proviene de la reduccién de los

carbonilos en C-5y el acido carboxilico 179.

Esgquema 38. Reduccion del secoesteroide 150 con LiAlHa.
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El compuesto 178 se obtuvo como una laca transparente en un 42% de
rendimiento, en el espectro de RMN de 'H (Figura 51) se observan dos sefiales
multiples en el rango de 7.69 a 7.33 ppm que integraron para un total de 10
hidrogenos y en 1.04 ppm apareci6 una sefial simple que integr6 para 9
hidrogenos que pertenecen al grupo protector TBDPS. En 4.34 ppm se encontro
una sefial multiple que se asignd a H-16, esta mostrd correlacion con la sefial en
79.6 ppm en el experimento HETCOR (Ver apéndice, Figura 116). La sefial doble
de dobles en 4.00 ppm se asigné a la sefal de H-58, que fue determinada por
correlaciones consecutivas a través de espacio en el experimento NOESY (Figura
52), la sefial H-16a en 4.34 ppm mostré correlacion con la sefial de H-15a en 2.03
ppm, esta a su vez correlaciond con la sefial en 2.47 ppm que pertenece a H-7a,
por lo tanto, para la sefial de 2.31 ppm que corresponde a H-7b se observé que
correlaciona con H-5B. Adicionalmente no se observd correlacion a través del

espacio del H-3a con la sefal de H-5 justificando la orientacion beta de éste.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCIs del compuesto 178.
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Figura 52. Experimento NOESY del compuesto 178.

El espectro de RMN de 3C (Figura 53) confirm6 la formacién del compuesto
178, debido a la ausencia de la sefial en 216.8 ppm de la cetona en C-5y en su
lugar aparece una sefial en 81.6 ppm que corresponde a C-5 base de alcohol.
Ademas, la sefal del carbonilo de acido en 174.1 ppm se conserva, confirmando

que no ha sido reducido por el LiAlHa.
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Figura 53. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) en CDCls del compuesto 178.

En relacion al compuesto 179, este se obtuvo como una laca incolora, que en
su espectro de RMN de 'H (Figura 54) mostré las sefiales del grupo protector
TBDPS, en 4.36 y 4.03 ppm se observaron las sefiales base de alcohol H-16 y H-3
respectivamente, la sefial simple que integra para un proton en 4.22 ppm se
asigné a H-5, asi mismo las sefiales dobles de dobles caracteristicas de los
hidrégenos diastereotépicos H-26ec y H-26ax se observaron en 3.46 ppm (Jgem =
10.9 Hz, Joeec2sax = 4.1 Hz) y 3.34 ppm (Jgem = Joeax2sax = 10.9 Hz)
respectivamente. Adicionalmente se encontraron las sefiales en 0.97, 0.94, 0.78 y
0.73 ppm correspondientes a los metilos CHz-19, CHz-21 (J21-208 = 6.9 Hz), CH3-27
(J27-25ax = 6.3 Hz), y CH3-18 respectivamente.
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCls de la propuesta
estructural del compuesto 179.

Para el espectro de RMN de '3C (Figura 55) de 179, es de destacar la
ausencia de las sefiales de los carbonilos de cetona C-5 y el &cido carboxilico C-6
en 216.8 y 174.1 ppm respectivamente (Figura 55). Sin embargo, debido a
problemas de purificacion no fue posible la caracterizacion mediante el resto de

los andlisis correspondientes.
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Figura 55. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) en CDClz de la propuesta
estructural del compuesto 179.

6.7. Sintesis del fosfinato de diosgenina 187-188.

La introduccién del atomo de fésforo en la cadena lateral del esqueleto
esteroidal de diosgenina, implica la reaccién de Michaelis-Arbuzov a través del
tosilato de pseudosapogenina con un reactivo de fosforo trivalente (Esquema 39).
En el siguiente paso, uno de los grupos RO- se eliminara selectivamente mediante
el método que se ha elaborado recientemente en el grupo de trabajo del Profesor
Morzycki [117]. Esta transformacion debe ir acompafada de una ciclacion
espontanea a un fosfonato de siete miembros. Una reduccidén selectiva del
fosfonato seguida de un reordenamiento tipo Arbuzov debe dar como resultado el

fosfinato de seis miembros (Esquema 39).
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Esquema 39. Sintesis de fosfoesteroides espirostanicos 187-188.

Con los datos antes mencionados la sintesis del fosfinato 188 se comenzé
con la proteccion del grupo hidroxilo en C-3 de la Diosgenina (80), para lo cual se
utilizé cloruro de p-toluenosulfonilo (TsCl) en piridina, el producto formado se
obtuvo como un soélido blanco (Esquema 40).

O

TsCl

L

Piridina, t.a., 42 h

HO

80 © 191
Esguema 40. Condiciones de reaccion para obtener el compuesto 191.

Enseguida el producto 191 se llevé sin purificacién a reaccionar con el acido
p-toluenosulfénico (pTSA) en metanol, durante 43.5 horas a 50°C (Esquema 41).
El compuesto 180 se obtuvo como un sdlido blanco con un rendimiento del 80%

después de dos etapas de reaccion.
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Esquema 41. Reaccion del compuesto 191 con pTSA para obtener 180.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 56) se observa una sefial en 3.36
ppm y que integra para 3 hidrogenos confirmando la presencia del grupo metoxilo
en C-3. En 5.36 ppm se encontré una sefal doble (Je-7 = 5.4 Hz) caracteristica del
protén vinilico de H-6. Las dos sefiales multiples en 4.42 ppm y 3.06 ppm se
asignaron a los bases de oxigeno H-16 y H-3 respectivamente, mientras que las
sefales dobles de dobles caracteristicas de los hidrogenos diastereotépicos H-
26ec y H-26ax se observaron en 3.48 ppm (Jgem = 10.9 Hz, Joeec25ax = 4.6 Hz) y
3.38 ppm (Jgem = J2sax-25ax = 10.9 Hz) respectivamente. Las sefales en 1.02 ppm,
0.98 ppm, 0.80 ppm y 0.79 ppm corresponden a los metilos CHs-19, CH3-21 (J21-
208 = 6.9 HZz), CH3-27 (J27-25ax = 6.3 Hz), y CH3-18 respectivamente.
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCls del compuesto 180.

Continuando con la metodologia de sintesis, el compuesto 180 se someti6 a
condiciones de apertura del anillo F, inicialmente se considerd la sintesis del
derivado 26-tosiloxi 182 (Esquema 39), sin embargo, mediante una busqueda de
condiciones de reaccién se encontr6 que los derivados tosilados son poco
reactivos frente al fosfito de trietilo (P(OEt)3) [118]. Por esta razdén se decidié
modificar la ruta de sintesis, de esta manera se llevd a cabo la obtencion del
derivado 192 con un atomo de yodo en C-26 empleando las condiciones de
reaccion mostradas en el esquema 42.

0

Lil, BF3*OEt, o

L
’

CH2C|2/M€CN, Nz

MeO
180 192

Esgquema 42. Condiciones empleadas para la obtencién del compuesto 192.

MeO
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El compuesto yodado 192 se obtuvo como un sdlido blanco en bajo
rendimiento acompafado del producto yodado con desproteccion de MeO-3, con

la finalidad de aumentar el rendimiento del compuesto 192 se realizaron varios

ensayos modificando las condiciones de reaccion (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de reaccion utilizadas para obtener 192.

Ensayo Lil BF3OEt: Temp. Tiempo | Rendimiento (%)
1 3eq 6 eq t.a. 2h 21
2 3 eq 6 eq 41°C 1h 17
3 3eq 6 eq 0°C 20 h 13"
4 3eq 3eq 41°C 20 h 9
5 3eq 6 eq 41°C 1h 16%"
6 3eq 6 eq 0°C 4 h 12%
7 20 eq 10 eq t.a. 1h 8%
8 3eq 6 eq 30°C 1h 12%
9 3eq 6 eq 30°C 30 min 32%"
10 3eq 6 eq 30°C 30 min 24%

El ensayo 9 fue el que proporcioné mejores rendimientos, el producto 192 es
extremadamente sensible a la luz y la humedad, por lo que se llevo a la siguiente
reaccion el mismo dia de su obtencién. En el espectro de RMN de 'H (Figura 57)
del compuesto 192 se destaca principalmente la ausencia de la sefial doble
correspondiente al metilo C-21 y ahora se observan 3 sefales simples en 1.61
ppm, 1.03 ppm y 0.70 ppm que pertenecen a los metilos CHs-21, CH3-19 y CHs-18
respectivamente, ademas de la sefial doble (J27.2sax = 6.3 Hz) en 1.00 ppm de Me-
27. Las dos sefiales dobles de dobles en 3.26 ppm (Jgem = 9.6 Hz, Jogec-25ax = 4.1
Hz) y 3.16 (Jgem = 9.6 Hz, Jzsax-25ax = 5.9 Hz) se asignaron a los hidrégenos
diastereotopicos H-26ec y H-26ax, mientras que las sefales multiples en 4.75 ppm
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y 3.07 ppm se asignaron a los H-16 y H-3 base de oxigeno. Se continla

observando la sefial del protén vinilico (Je-7 = 5.3 Hz) en 5.37 ppm.
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CH,-21 CH,-18

099Z-H
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCIs del compuesto 192.

La reaccion de Michaelis-Arbuzov ha sido poco explorada para esteroides,
debido a la escasa informacion de condiciones de reaccién empleando esteroides,
por lo que se decidi6 comenzar con una prueba a temperatura ambiente y 20 eq
de fosfito de trietilo (P(OEt)s) (Esquema 43); sin embargo, después de 20 horas de
reaccion se continuaba observando materia prima, por lo que se aumentd la
temperatura a 80°C. A las 24 horas de haber elevado la temperatura no se
observaron cambios en la reaccion, por consiguiente, se adicionaron 50 eq de

P(OEt)s a la reaccion.
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184
Esquema 43. Reaccion de 192 con P(OEt)s.

Después de 48 horas la reaccion continuaba sin cambio aparente, por lo que
se procedi6é aumentar la temperatura a 120°C durante 24 horas. El compuesto 184
se obtuvo en un rendimiento del 13% después de la purificacion en una columna
cromatografica. Con la finalidad de aumentar el rendimiento, la reaccion se realizd
con 40 eq de P(OEt)s a 120°C y después de 24 horas se observaba escasamente
la formacion del compuesto 184 por lo que fue necesario agregar mas P(OEt)s
hasta un total de 250 eq. El producto 184 se obtuvo después de 90 horas de
reaccion en un 41% de rendimiento después la purificacion y confirmado por RMN
de 3P,

En el espectro de RMN de 'H (Figura 58) del fosfonato 184 se observa una
sefial multiple en 4.10 ppm que integra para un total de 6 hidrégenos que
corresponde a los protones de H-26 que se encuentran traslapados con los
protones de los metilenos del grupo fosfonato H-27a y H-27b. A su vez la sefial
multiple en 1.33 ppm confirma la obtencion del fosfonato 184. El resto de las

sefales del esqueleto esteroidal se observan sin cambios significativos.
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Figura 58. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCIs del fosfonato 184.

Debido a las complicaciones mencionadas para la obtencion del fosfonato
184, aunado al bajo rendimiento y baja estabilidad del compuesto yodado 192, se
procedid a cambiar el grupo protector del 3-OH por un acetilo (Esquema 21,

apartado 6.2).

A continuacion 81 se sometié a la reaccion de apertura y subsecuente
yodaciéon (Esquema 44) en condiciones similares a las utilizadas para obtener el

compuesto 192, pero esta vez aumentando el tiempo de reaccién a 1 hora.

1. Lil, BF5'OEt, o
CH,Cl,/MeCN, N, 1h

>
2. DMF, 65°C, 1 h )J\o

81 193
Esquema 44. Condiciones de reaccion para la obtencién del compuesto 193.
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La obtencién del compuesto 193 se confirmd mediante la comparacion de la
RMN (*H y *3C) con lo reportado por Wei-Sheng y colaboradores [119]. El
compuesto yodado 193 se obtuvo como un sélido amorfo con un rendimiento del
75% luego de su purificacion por cromatografia en columna, cabe sefialar que, al
igual que lo observado para la obtencion del compuesto 192, se encontré un

segundo producto que corresponde a la desproteccion del producto deseado.

Posteriormente, se hizo reaccionar el compuesto 193 con P(OEt)s obteniendo
tres productos (Esquema 45). El producto mayoritario de la reaccion es el
compuesto 183, un fosfonato aciclico de aspecto de laca transparente y el cual se
esperaba como unico producto. Por su parte, el compuesto 194 corresponde a una
molécula de estructura ciclica, un fosforado pentacoordinado que corresponde a
un isémero estructural del compuesto 183. Finalmente, el compuesto 195 exhibe
la reconstruccion del anillo F, pero sin la fusion espirocetalica de C-20,

presentando un grupo hidroxilo en el carbono cabeza de puente C-22.

d
LO:P”O

@)

P(OEt
o (OEt)3 _

)J\o N,, 120°C
193

195

Esquema 45. Reaccion del compuesto yodado 193 con P(OEt)s.
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En un inicio la reaccion se realizd utilizando las mejores condiciones
empleadas para la obtencion del compuesto 184. Sin embargo, dado que los
tiempos de reaccion para el compuesto 184 eran relativamente largos se optd por
realizar la reaccion via irradiacion con microondas. A continuacion, se presentan

los resultados observados en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de reaccion para la obtencion del compuesto 183.

Ensayo Condiciones 183 Produlc;tzs (%) 195
1 P(OEt)s (250 eq), 120°C, 53 h 63
2 P(OEt)s (300 eq), 120°C, 48 h 80 &
3 P(OEt)s (30 eq), MW (200°C), 20 min 55
4 P(OEt)s (200 eq), 120°C, 49 h 95
5 P(OEt)s (20 eq), 120°C, 72 h 73.1 7.2 &
6 P(OEt)s (30 eq), MW (200°C), 2 h 53 & &
7 P(OEt)s (30 eq), 120°C, 144 h 65.5 4.5 9.9
8 P(OEt)s (30 eq), MW (200°C), 2 h 65 0.9 11.5
9 P(OEt)s (30 eq), MW (200°C), 2 h 71.9 1.4 12
10 P(OEt)s (100 eq), 120°C), 50 h 70.1 2.6 9.7
11 P(OEt)s (30 eq), MW (200°C), 2 h 68.8 1.2 10.3
12 P(OEt)s (30 eq), MW (200°C), 2 h 67.8 1.0 8.7
13 P(OEt)s (30 eq), MW (200°C), 2 h 71.4 0.9 9.1

&=Rendimiento no determinado.

Como se puede observar en la tabla 6, el rendimiento del fosfonato 183 es
mayor al sustituir el grupo protector del hidroxilo del 3-OH. En el espectro de RMN
de 'H (Figura 59) del fosfonato 183 se observa cierta similitud a su analogo 184,
por ejemplo, la sefial doble en 5.31 ppm (Je.7 = 5.1 Hz) del proton vinilico de H-6;
las sefiales multiples bases de hidroxilo H-16 y H-3 se observaron en 4.66 ppm y
4.53 ppm respetivamente, mientras que en 4.01 ppm se observo una sefial

multiple que integra para 6 hidrégenos que corresponde al traslape de los
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protones de H-26 y H-27. La presencia del grupo fosfonato se confirmé debido a la
sefal triple en 1.30 ppm (J2s-27 = 7.1 Hz) que integra para 6 hidrogenos de los
metilos del fosfonato 183. Los metilos terciarios CHs-21, CHs-19 y CHs-18
corresponden a las sefiales simples en 1.51 ppm, 0.96 ppm y 0.61 ppm
respectivamente, mientras que el metilo secundario CHz-27 (J27.25ax = 6.7 Hz) se

asigno a la sefial doble en 1.00 ppm.
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Figura 59. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCIs del fosfonato 183.
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Por otro lado, el andlisis por espectrometria de masa alta resolucion mostro
el ion molecular esperado para el compuesto 183 de 577.3633 (M+H)*, calc.
576.3580 confirmando la obtenciéon del producto. El espectro de RMN de 3'P
(Figura 60) confirmé la formacion del fosfonato 183, debido a la presencia de una
Unica sefal en 32.37 ppm.

—32.37

WWWMWMWW

140 120 100 80 = 60 40 20 0 | -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 -200 -220 -240
ppm

Figura 60. Espectro de RMN de 3'P (162 MHz) en CDCIs del compuesto 183.

Una vez confirmada la obtencion del fosfonato 183, se dio inicio a la ultima
etapa del proyecto la cual consistia en la reconstruccion del anillo F para obtener
un analogo del Acetato de diosgenina 81 pero ahora con el atomo de fésforo
sustituyendo el atomo de oxigeno “O-26", para este propdsito se hizo reaccionar
183 con hidréxido de potasio (KOH) con la finalizad de hidrolizar uno de los
etoxilos de fosforo (Esquema 46). Sin embargo, aun utilizando 40 eq de KOH la

reaccion no procede.
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Esquema 46. Reaccion de 183 con KOH.

Ya que en condiciones basicas 183 no reacciona, se consideré cambiar a
condiciones &cidas por lo que se utilizé el pTSA con el compuesto 183 para inducir
la ciclacion (Esquema 47), sin embargo, el producto obtenido carecia de la cadena

alifatica y por lo tanto del fosfonato.

R \P,,
183

Esquema 47. Reaccion de 183 con pTSA.

N

O ,

Con los resultados obtenidos de las dos reacciones anteriores se procedio a
hacer la sililaciéon del dialquil fosfonato 183 usando iodotrimetilsilano ((CH3)3Sil)
para obtener un intermediario fosfonato sililado, que mediante el tratamiento
posterior con metanol (MeOH) produciria el derivado de acido fosfénico 196
(Esquema 48). Sin embargo, el fosfonato no reaccion6 en estas condiciones y en

su lugar se obtiene el producto de desproteccién con hidroxilo en C-3.

N N

00 00
O‘\P/ HO\\P/
o 1. (CH2)3Sil/CH,Cl, o
@) x » @

Esquema 48. Reaccidon de 183 con (CH3)sSil.
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En la busqueda de condiciones de reaccion para fosfonatos encontramos
que las reacciones mas convenientes para la formacion de enlaces carbono-
fésforo implican un ataque nucleofilico por un centro de fosforo trivalente en un
sitio de carbono deficiente en electrones [120]. Por tal motivo, una alternativa
adicional implicaria la reduccion del fosfonato 183 pasando por el cloruro de
monoeéster intermediario 197, el producto de reduccion 198 (pentavalente) se
encontraria en un equilibrio dindmico con la especie de fosforo trivalente 199 el
cual seria susceptible a una ciclacion y formacion del anillo F para obtener el
fosfinato 187 (Esquema 49). Sin embargo, bajo las condiciones de reaccion

mostrados no se observo la formacién el producto 198.

00
O-p N ™
O Cl\‘ /s H_‘P"
COCI,/DMF/CaCOs P NaBH, A
O > - >
s CH,Cly/t.a. © Dioxano/reflujo 0
183 197 198
J
P
e} Ciclacién
D ——
R B
© 187 © 199

Esquema 49. Reduccion de 183 para la obtencion del fosfinato 187.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la prueba con el pTSA, se
considero realizar esta vez la reaccion con un &cido inorganico, se emple¢ el acido
clorhidrico (HCI) para la reaccién con el compuesto 183 (Esquema 50). Sin

embargo, se obtuvo como producto resultante el mismo obtenido con pTSA.
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Esquema 50. Reaccion de 183 con HCI.
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Sin resultados satisfactorios para la ciclacion, hidrélisis y reduccion del
fosfonato, se decidid realizar un cambio de grupo funcional mediante el uso del
reactivo de Lawesson (Esquema 51). La tionacién del compuesto 183 procede
para obtener el nuevo producto 200 pero en muy bajo rendimiento aun con un

exceso del reactivo de Lawesson.

—~d 0 0 s
O-p O-p.
\O Reactivo de \O
o Lawesson - 0
A O A O

183 200
Esquema 51. Reaccion de 183 con el reactivo de Lawesson.

Mediante el uso de los acidos pTSA y HCI el producto obtenido no presenta
el grupo fosfonato, por lo cual estas condiciones de reaccién no fueron del todo
satisfactorias; se decidié realizar una prueba con un &cido menos fuerte con el
objetivo de evitar la pérdida del grupo fosfonato, por lo que se procedio a utilizar el
acido acético (AcOH) (Esquema 52), la reaccion se inicid a temperatura ambiente
y posteriormente se fue incrementando hasta reflujo, después de 24 horas de

reaccion unicamente se observo el compuesto 183.
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Esquema 52. Reaccion de 183 con AcOH.
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Si mas de un enlace carbono-fésforo esta presente en la molécula objetivo,
la valencia del centro de fosforo debe reducirse después de la formacion del
primer enlace. Aunque varios reactivos se han utilizado para la reduccion de
oxidos de fosfina, estos plantean problemas para su uso con ésteres de fosforo
pentavalentes; especificamente, en la eliminacién del enlace éster en lugar del
oxigeno fosforilo [120]. Considerando lo anterior se realizé la reduccion del
fosfonato 183 (Esquema 53), para ello se adicioné el LiAlH4 a la solucion de 183

en THF para obtener el compuesto 201.

\\\o 0
O-p’ Hlj'P
~I . ~I
& LiAH, !
)CJ)\ Tolueno, reflujo
© 183 HO 201

Esquema 53. Reaccion de 183 con LiAlHa.

Después de realizar la purificaciéon del crudo de reaccion y mediante el
andlisis de la RMN de 3P (Figura 61) se observo que el fosfonato 183 se habia
reducido por completo, asi como la presencia de cuatro productos. Tras una
busqueda en la literatura sobre compuestos fosforados se logro identificar los
productos. La sefial en 31.74 ppm corresponde al oxido de fosfina ciclica 202,
mientras que la sefial en 4.69 ppm pertenece al oxido de fosfina aciclica 203.
Ademas, se observaron dos fosfinas, la sefial en -60.21 ppm pertenece a la fosfina

ciclica 204, en tanto que la fosfina aciclica 201 se encuentra en -160.52 ppm.
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Figura 61. Espectro de RMN de 3'P (162 MHz) en CDCIs de la reduccion de 183 con LiAlHa4.
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Con los datos observados en la RMN de 3P de la reduccién de 183 con
LiAlH4, se procedio a realizar otros ensayos variando las condiciones de reaccion
para poder aislar los compuestos 201-204. Los resultados de estos ensayos se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones para la reaccion del fosfonato 183 con LiAlHa.

Ensayo Metodologia Compuesto
201 202 203 204
1 LiAIH4(3 eq)/THF/reflujo/1.5 h Xa X X X
2 LiAIH4(5 eq)/THF/reflujo/3 h X X X2
3 LiAIH4(30 eq)/Xileno/reflujo/1.5 h X Xa X
4 LiAIH4(10 eq)/THF/canula/t.a./1 h X X G X
5 LiAIH4(10 eq)/ THF/MW 200°C/2 h X X2
6 LiAIH4(10 eq)/THF/reflujo/30 minutos X X G X
7 LiAIH4(10 eq)/THF/t.a./30 minutos X X Xa
8 LiAIH4(6 eq)/THF/reflujo/3 h X2 X X
9 LiAIH4(5 eq)/THF/reflujo/1 h X Xa

a: Producto mayoritario

Debido a que en todas las pruebas realizadas se obtuvo algun tipo de mezcla
de los compuestos 201 a 204 y que, ademas, los cuatro productos son
extremadamente sensibles a la presencia de aire, no fue posible su aislamiento y

por lo tanto, su identificacion mediante técnicas espectroscépicas (RMN, IR, EM).

Una posible solucibn a las complicaciones para la separacion de los
productos obtenidos de la reduccion de 183 con LiAlH4 seria emplear otro reactivo
de fosforo diferente al fosfito de trietilo (P(OEt)s, por lo que se hizo reaccionar el
compuesto yodado 193 frente al dimetil fenilfosfonito (Esquema 54). El resultado
de la reaccion fue la obtencién del fosfonato 205, junto con 2 productos

adicionales.
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Esquema 54. Reaccion del compuesto yodado 193 con dimetil fenilfosfonito.

El fosfonato 205 se obtiene con un 11% de rendimiento después de la
purificacion por cromatografia en columna. Ademas, se obtuvo el producto 206
que a diferencia del compuesto 195 carece del grupo hidroxilo en C-22. El

producto 207 exhibe la ausencia del fosfonato en la cadena alifatica y en su lugar

presenta un alqueno terminal.

Puesto que los resultados obtenidos de la reaccion anterior no fueron del
todo los esperados, se decidid trabajar nuevamente con la reaccion del fosfonato

183 en presencia de LiAlH4. A continuacion, en la tabla 8 se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla 8. Reactividad de 183 frente a LiAlIHa.

. Compuesto
Ensayo Metodologia 2011202 | 203 | 204
10 | LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./1.5 h X | X | xa
11 | LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./1.5 h xa | X
12 | LiAlH4(3 eq)/THF/t.a./1.5 h X2 | X | X | X
13 a) LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./5 min Xa
b) LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./30 min Xa
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c¢) 13b/acido tartarico X X
d) LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./1 h Xa
e) LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./1.5 h X
f) LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./2 h X
14 LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./30 min X X
a) LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/acido tartarico | X@ X
b) 15a/50°C/30 min Xa X
c) 15a/50°C/15 h Xa X
d) LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./30 min/acido tartarico | X@ X
e) 15d/50°C/30 min Xa X
15 f) 15d/50°C/15 h X X | Xa
g) LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./45 min/acido tartarico | X@ X
h) 15g/50°C/30 min Xa X
i) 159/50°C/15 h X X | X
J) LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./1 h/acido tartarico Xa X
k) 15j/50°C/30 min Xa X
[) 15j/50°C/15 h Xa X
LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/acido tartarico Xa
16 LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./1 h/acido tartarico X X | X2
Purificacidn por columna cromatografica X [ X2 ] X X
17 LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./1 h/4cido tartarico X Xa
a) LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/acido tartarico X xa
/H202 (0.01 mL)
b) LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./45 min/H202 (0.01 mL) X X
c) LiAlH4(7 eq)/THF/t.a./1 h/acido tartarico Xa X
d) 18c/50°C/30 min X
18 e) 18c/H202 (0.01 mL) X | X2
f) 18c/H202(0.01 mL)/50°C/30 min X2
g) 18c/Et.O X | xa | X
h) 18c/Et20/50°C/30 min X2 | X X
i) 18c/Et20/H202(0.01 mL) X2 | X
j) 18c/Et20/H202(0.01 mL)/50°C/30 min X2 | X
LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/H202(0.1 mL)/ xa | x
10 min/Et20
19 LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/H202(0.1 mL)/ xa | x
10 min/ Et20/50°C/1 h
LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/H202(0.1 mL)/ X X
10 min/lzen MeOH/1 h
LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/H202(0.5 mL)1 h X2 | X
20 LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/H202(0.5 mL)/ xa | x
50°C/5 h
LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./15 min/H202(0.5 mL)20 h X2 | X
21 LiAIH4(7 eq)/THF/t.a./8 min/H202(0.5 mL) 5 sa | x

min
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Como se puede observar en la tabla 8, se realizaron varios ensayos para la
reaccion del fosfonato 183 frente a la reduccion con LiAlH4, sin lograr el
aislamiento e identificacion completa de alguno de los productos obtenidos. Al
tratar la muestra con H202 se observo una tendencia hacia los productos 202 y
203.

Finalmente con los datos obtenidos al momento en relacion a la sintesis de
fosfoesteroides espirostanicos, se lograron aislar e identificar nuevos esteroides
de cadena lateral abierta conteniendo al atomo de fésforo, ademas estos
resultados representan el primer estudio de la reactividad de una sapogenina

espirostanica frente a reacciones de insercion del atomo de fosforo.
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/.CONCLUSIONES

La sintesis de la nueva 6-azadiosgenina 154 se llevd a cabo a partir de
diosgenina 80 en un 31% de rendimiento global y su mecanismo de ciclacién ha
sido descrito; este compuesto se descompone después de tres dias aun en
refrigeracion y atmosfera inerte. El 5,6-secoesteroide 150 se obtuvo en buen
rendimiento y tiempos cortos de reaccibn comparado con otros reportes de
anélogos; el fragmento espirocetalico de 150 se mantiene sin modificacion bajo las
condiciones de oxidacion de Jones, por lo que este derivado representa un sintén

interesante para reacciones subsecuentes del nucleo espirostanico.

La B-oxaziridina 156 se obtuvo en buenos rendimientos a partir de 154 y
representa el primer ejemplo de una oxaziridina espirostanica; a diferencia de 154
el producto 156 demostrd ser estable a temperatura ambiente. La estereoquimica
de 156 se estableci6 como B-configuracion en C-5 y C-6, a través del andlisis
comparativo con los datos espectroscépicos reportados para la sintesis de otros
anélogos.

Se llevd a cabo la sintesis y caracterizacion de la 6-aza-B-homo-diosgenina
163, contribuyendo con el primer ejemplo de un 6-azaesteroide conservando la
funcion espirocetélica de diosgenina. El compuesto 163 se obtuvo mediante una

sintesis lineal de 7 etapas de reaccion con un rendimiento global de 15%.

3N

Aunque se realizaron varios intentos para la sintesis de la 6-aza-B-homo-

botogenina 173, solo fue posible la obtencion de la dicetona 169. Sin embargo, el
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compuesto 169 es un compuesto prometedor para una gran cantidad de

modificaciones quimicas.

Ao

Aprovechando la funcion cetona de C-12 en la botogenina, se llevo a cabo la
sintesis de la 12-oxima 174; esta en condiciones de reordenamiento de Beckmann
produce la 12-aza-C-homo-botogenina 175 en un rendimiento global de 45%.
Mediante el andlisis espectroscopico de RMN de 175 se determiné la

configuracion de la oxima 174, de tipo “E”.

174 175

A partir del intermediario acil-azida 152 se obtuvieron los nuevos
oxaesteroides 176 y 177 de estructura inusual. Ambos compuestos presentan una
fusion trans entre los anillos A/B que fue determinada por la correlacién a través
del espacio (NOESY) de H-5a con H-3a; para el compuesto 177 conteniendo un
carbono hemicetélico en C-6 se determind orientacion B del grupo hidroxilo

sustituido en este carbono.
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Mediante el tratamiento del 5,6-secoesteroide 150 con LiAlH4 se obtuvieron
los oxaesteroides 176-179 en rendimientos moderados. La asignacion estructural
de los compuestos se realiz6 mediante el analisis de las técnicas combinadas de
RMN (1D y 2D) permitiendo establecer una configuracién a del grupo hidroxilo en
C-5y por lo tanto estereoquimica R en esa posicion del compuesto 178.

O O

Se llevé a cabo la sintesis de los compuestos yodados 192 y 193 a partir de
diosgenina en rendimientos de bajos a moderados, estos compuestos fueron
precursores para la sintesis de los nuevos fosfonatos esteroidales 183, 184 y 205;

MAas otros compuestos adicionales.

N N 9P
ﬁO?\P/p \\Oq\ﬁp N7
o} o} 0
0 o}
)ko MeO )ko
183 184 205

Se realizaron varios ensayos de reaccion tanto en medio acido como en

medio basico que conllevaran a la ciclacion intramolecular del fosfonato 183 para
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la sintesis del fosfinato ciclico 187, no obstante, mediante la reduccién de 183 con

LiAIH4 se observaron oxidos de fosfina y fosfinas analogas al compuesto 187.

Los resultados obtenidos con fosforo y la diosgenina 80 representan el primer
ejemplo del estudio de la reactividad de una sapogenina espirostanica frente a

reacciones de insercion del atomo de fésforo en la cadena lateral.
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Figura 71. Espectro de IR del compuesto 150.
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Figura 72. Espectro de HRMS (ESI-TOF*) del compuesto 150.
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Figura 73. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del compuesto 151 en CDCls.
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Figura 74. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) del compuesto 151 en CDCls.
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Figura 76. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del compuesto 152 en CDCls.
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Figura 78. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del compuesto 153 en CDCls.
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Figura 79. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) del compuesto 153 en CDCls.
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Figura 84. Espectro de HRMS (ESI-TOF*) del compuesto 154.
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Figura 85. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del compuesto 155 en CDCls.
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Figura 96. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del compuesto 81 en CDCls.
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Figura 109. Espectro de IR del compuesto 174.
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