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Hernandez Linares.



Resumen.

Las saponinas y las sapogeninas que se obtienen por hidrdlisis de los
carbohidratos, han sido ampliamente estudiadas debido a que demuestran tener
diversas aplicaciones biologicas de interés, con un alto valor agregado al ser el
material de partida en la creacién de productos con diversas aplicaciones en ramas
de medicina y la agroindustria, como los promotores de crecimiento vegetal
conocidos como brasinoesteroides, hormonas de crecimiento vegetal cuya actividad
primordial es hacer resistentes a las plantas ante el estrés biotico y abidtico. A partir
de la estructura de la brasindlida se ha buscado continuamente la sintesis de
analogos estructurales a fin de igualar o acercarse a la actividad que tiene la
brasindlida como promotor del crecimiento vegetal. Las sapogeninas como la
diosgenina, cuentan con la funcionalidad idonea para ser materia prima de partida
en la sintesis parcial de brasinoesteroides y analogos con amplio potencial
biolégico, por lo que seguimos planificando la modificacion a través de la sintesis
guimica para obtener estructuras que presenten mayor especificidad en la accion
farmacoldgica, a través de cambios en la estructura base de la molécula sin perder
de vista la necesidad de la presencia de grupos funcionales en posiciones claves
de los compuestos diana. De manera homologa a la actividad biolégica que
presentan los brasinoesteroides en plantas, se ha encontrado mediante pruebas in
vivo en animales que estos compuestos pueden propiciar aumento de la masa
muscular. Esposito y col. demostraron que 28-homobrasinélida (HB) (Figura A),
tiene baja o ninguna unién significativa al receptor de andrégenos, y al no modular
los niveles de testosterona en plasma sugieren que HB puede ejercer su efecto

anabdlico través de un mecanismo independiente de andrégenos. (})
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Figura A. Estructura de la 28-homobrasindlida



En este trabajo de tesis se aborda la obtencion de andlogos de brasinoesteroides
(moléculas relacionadas estructuralmente) con potencial actividad anabdlica.
Realizamos la oxidacion de la diosgenina para generar dicetonas y tricetonas tanto
en el esqueleto como en la cadena lateral esteroidal, y concluir con la formacién de
las oximas en dichas posiciones (Figura B), en cantidades suficientes para el envio
de muestras para la evaluacion de la actividad en la sintesis y degradacion de
proteinas en lineas celulares de musculo esquelético, para registrar su actividad

anabdlica.
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Figura B. Dicetona y dioximas generadas a partir de diosgenina



1. Introducciodn

Los esteroides son compuestos organicos ampliamente distribuidos en la
naturaleza, donde se encuentran realizando diversas funciones biolégicas y cuya
estructura tridimensional es una fuente inagotable de una gran variedad de
derivados de interés a diversos niveles. Los esteroides, por definicion, son
compuestos con un nucleo ciclopentala]fenantreno o un esqueleto derivado de éste
que presenta modificaciones que provienen de alargamientos, rupturas o

contracciones-expensiones de los anillos A-F.

A/B cis

Figura 1. Numeracion y fusion de anillos A-B de las sapogeninas esteroidales.

Los esteroides muy frecuentemente contienen grupos metilo en las posiciones C-10
y C-13 y un resto alquilico en la posicién C-17 conocido como cadena lateral. @ En
la Figura 1, se aprecia la numeracion sistematica para los esteroides dictada por la
IUPAC; @ donde es frecuente que estén presentes oxigenos en forma de cetonas
o hidroxilos. ¥ De las familias de esteroides (Figura 2), destacan por su importancia
histérica las hormonas sexuales, y los antiinflamatorios esteroideos como la
cortisona o la dexametasona, tan util en la enfermedad pulmonar grave en COVID-
19.(%)
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Figura 2. Principales familias de esteroides.

Sin embargo, dentro los esteroides mas relevantes y Utiles se encuentran las
sapogeninas, conformadas por 27 atomos de carbono y se encuentran naturalmente
en forma de glucésidos en plantas.®( Las saponinas estan conformadas una parte
sacarida o glucosidica y otra sapogeninica llamada aglicona, de naturaleza
triterpénica o esteroidal. En el Esquema 1 se muestra un ejemplo de saponinas
esteroidales (dioscina, 1), cuya hidrdlisis acida conduce a la obtencion de

diosgenina (2) (Esquema 1).

1

° L ou Dioscina Diosgenina

HO

Esquema 1. Degradacion de los carbohidratos de dioscina para obtener

diosgenina.



Las saponinas y las sapogeninas que se obtiene por hidrélisis de los carbohidratos,
han sido ampliamente estudiadas debido a que demuestran tener diversas
aplicaciones bioldgicas de interés, con un alto valor agregado al ser el material de
partida en la creacién de productos con diversas aplicaciones en ramas de medicina
y la agroindustria, como los promotores de crecimiento vegetal conocidos como
brasinoesteroides (Castasterona, Figura 2). En este trabajo de tesis se abordara la
obtencion de analogos de brasinoesteroides (moléculas relacionadas
estructuralmente) que se presumen tendran actividad anabdlica muscular, topico

gue se aborda en los antecedentes.



2. Antecedentes.

La importancia de México en la quimica de los esteroides se remonta al siglo
pasado, tuvo gran auge en los anos 50’s con la aparicion de la empresa Syntex, la
cual se creo y especializO en la produccion de hormonas esteroidales,
convirtiéndose en lider de la produccion y exportacion de estos compuestos.® El
problema al que se enfrentaba la industria quimica mundial en los afios 1930’s para
obtener esteroides en cantidades suficientes fue clave; el costo de la progesterona
a finales de esa década era de 80 délares el gramo, un costo muy fuera del alcance
de la poblacion; era imperativo la necesidad de obtencibn de hormonas en
cantidades suficientes y de buena calidad, pero los procesos de produccion -que
estaban poco desarrollados- favorecian los costos muy elevados, con procesos

complejos de rendimientos bajos que ocupaban las compaiiias europeas.®

Al final de 1939, Russel Marker, emprendi6 la busqueda de un tubérculo de la familia
Dioscorea para la obtencién de esteroides que sirvieran de precursores para la
sintesis de progesterona. En el sureste de México, encontré y se dedico a recolectar
un tubérculo llamado “cabeza de negro“, el cual tiene un alto contenido de
diosgenina, que us6 como precursor para la produccién de progesterona, mediante
la llamada “Degradacion de Marker” (Esquema 2). La generacién de progesterona
a través de esa estrategia sintética resulto ser un éxito, redujo el costo de
produccion, aumentando la disponibilidad y ocasiond una revolucién en la industria
farmoquimica dando paso al auge de la quimica de los esteroides; de esta formay
con la colaboracion de cientificos mexicanos del Instituto de Quimica de la UNAM,

se conformd la empresa Syntex en México.9)
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Esquema 2. Degradacion de la cadena lateral de diosgenina ideada por R. Marker

para obtener progesterona.

La empresa Syntex es un ejemplo de casos industriales donde los esteroides
tuvieron un papel preponderante a nivel industrial y en la investigacién, con una gran
influencia en el area de la salud, investigaciones tan importantes que sirvieron de
inspiracion para ampliar los conocimientos sobre compuestos esteroidales, que

como es sabido, han tenido aplicaciones en diversos rubros.

Otros esteroides de gran interés son los brasinoesteroides (BS), que son derivados
polihidroxilados que producen en pequefias cantidades las plantas, con un
esqueleto 5a-colestano, similares en su estructura a las hormonas esteroidales
animales derivadas del colesterol, y ecdisteroides en insectos. Son capaces de
regular los fendmenos fisiolégicos de crecimiento, estimulacioén de la elongacion y
divisién celular y cambios en los potenciales de las membranas. 1Y Se encuentran
en niveles bajos en el polen, semillas, hojas, y los tejidos vegetativos jovenes de
todo el reino vegetal. En 1979, cientificos estadounidenses lograron el aislamiento
de la lactona esteroidal brasindlida (Figura 3), obteniendo tan solo 4 mg a partir de

40 kg de polen de Brassica napus L. que conocemos como canola. 2

11



Cadena
Lateral OH

Brasindlida

Figura 3. Grupos funcionales importantes para la bioactividad de los

Brasinoesteroides (BS) (izquierda). Flor de Brassica napus, canola (derecha).

Hasta la fecha se han aislado de fuentes naturales, poco mas de setenta esteroides
funcional y estructuralmente relacionados con la brasindlida. La funcién de los BS
en la elongacion celular es similar a las hormonas esteroidales en los animales,
activan la expresion de genes especificos cuyos productos proteicos regulan las
respuestas fisiolégicas complejas involucradas en el crecimiento, generalmente a
través de interacciones con otras hormonas.

A partir de la estructura de la brasindlida se ha buscado continuamente la sintesis
de andalogos estructurales a fin de igualar o acercarse a la actividad que tiene la
brasindlida como promotor del crecimiento vegetal. Las sapogeninas como la
diosgenina, cuentan con la funcionalidad idonea para ser materia prima de partida
en la sintesis parcial de brasinoesteroides y analogos con amplio potencial
bioldgico.

De los primeros reportes en la literatura, se encuentra el de Carme Brosa y
colaboradores, un grupo pionero en la obtencion de brasinoesteroides sintéticos,
gue en 1996 sintetizaron anélogos a la brasindlida a partir de estigmasterol (8), los
cuales contrastaron con la brasindlida usando la prueba de lamina de arroz

(Esquema 3).

12



7 pasos

HO
Estigmasterol (8)

Esquema 3. Sintesis de homologos de brasindlida a partir de estigmasterol.

Fujioka y col. 13 reportaron estrategias sintéticas para la obtencién de la brasinélida
a partir de colesterol para obtener cantidades suficientes y evitar la extraccion de
fuentes naturales, mediante la ruta de sintesis que se observa en el Esquema 4.
Realizaron ademas la evaluacion de los intermediarios con la prueba de la lamina
de arroz, observando una mayor actividad conforme los precursores se asemejan

estructuralmente a la brasindlida (32), sin poder superar el efecto de ésta.
OH

10 pasos HO.

HO Brasinélida (1)

HO
Colesterol (11) 0o

Esguema 4. Sintesis de la brasinélida por Fujioka y colaboradores.

La transformacion de la cadena espirocetdlica para obtener analogos de
brasinoesteroides ha sido una de las primordiales estrategias en la obtencion de
novedosos compuestos con gran potencial de actividad biolégica como promotor de
crecimiento vegetal. En nuestro grupo hemos reportado los resultados para generar
nuevos analogos con potencial actividad biolégica, conduciendo a la obtencion de

nuevos promotores de crecimiento vegetal (nPCV) a partir de diosgenina (2) 44y

13



otras sapogeninas ®® en rendimientos moderados, que han dado excelentes

resultados in vitro y en campo (Figura 4).

OAc

AcO

(o}

Figura 4. Analogos de brasinoesteroides y nPVC sintetizados.

Un gran nimero de compuestos actualmente reportados en la literatura poseen
actividad promotora del crecimiento vegetal, pero su preparacion involucra largos

caminos sintéticos, lo cual limita su disponibilidad.

2.1 Las oximas y su influencia en la actividad biolégica.

Las oximas son un intermediario sintético importante para acceder a otros
grupos funcionales de relevancia biolégica, como carbonilo, amino, nitro y ciano;
ademas, son ideales para la obtencion de compuestos heterociclicos, explotando
su transformacion a 6xidos de nitrilo o nitrosoalquenos, intermediarios reactivos que
junto con alquenos o alquinos conducen a isoxazoles y 1,2-oxazinas.®® Gran
variedad de compuestos que contienen el fragmento oxima o la funcién éter de
oxima muestran gran variedad de actividades biolégicas como la antiinflamatoria,®?
antifingica (Figura 5), antibacterial, anticancerigena!® y antiviral por mencionar las

mas relevantes.19

N7 Br

Figura 5. Oximas aromaticas con actividad antifingica. ?%
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2.2 Reactividad y actividad de oximas esteroidales.

La influencia de las oximas en moléculas bioldgicamente activas se ha
aprovechado en los Gltimos afos por diversos grupos de investigacion;@? las oximas
esteroidales se han utilizado en la generacién de rearreglos moleculares y para
generar amidas y nitrilos.®? La introduccion de oximas en los esteroides ha
demostrado ser responsable de la actividad biolégica, como en la oxima 16 obtenida
a partir del B-sitosterol (15), que presenta actividad citotoxica y actividad potencial
contra el virus de la hepatitis B al inhibir a la retrotranscripatasa (pol/RT) viral
(3) (Figura 6).

15 HON

Figura 6. Obtencion de la oxima del 3-sitosterol.

Esta reportado que cetoximas tratadas con POCI3 para obtener el rearreglo de
Beckmann, conducen a la amida o la lactama, y generan subproductos que dan
lugar a una fisibn generando compuestos nitrilo y una imina; esta reaccion
secundaria es conocida como Reordenamiento Anormal de Beckmann (RAB). La
fragmentacion puede ser la reaccion principal en los casos donde se forme un
carbocatién estable, ) como se puede analizar en el mecanismo propuesto incluido
en el reporte de Sandoval @3 y colaboradores, donde reportan la modificacion del
espirocetal de diosgenina (2), obteniendo la 23-hidroxiiminodiosgenina (17), la cual
reacciond con POCIs3 con piridina dando el RAB por escision del espirocetal

generando derivados 23, 24-bisnorcolanicos (18-20, Esquema 5).

o NOH

POCI,

Piridina
HO AcO' AcO'
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Esquema 5. Derivados 23, 24-bisnorcol-5-énicos obtenidos por RAB de 23-

hidroxiiminodiosgenina

Son diversos los grupos de investigacion que han explorado la sintesis y evaluacion
de los efectos de los BS y sus analogos en modelos animales 29, y han reportado
gue algunos BS naturales poseen actividad antiviral ") y anticancerigena 8
impoirtante. De forma similar a la actividad biologica que muestran los BS en las
plantas, se han revelado efectos muy similares en animales en pruebas in vivo, en
el aumento de la masa muscular in vitro e in vivo; la Figura 6 nos muestra una

comparaciéon de estructuras de brasinoesteroides naturales y la testosterona.

cadena lateral
OH

OH

anillos Ay B
HO.,

Figura 6. Comparativa de estructuras de brasinoesteroides naturales (i-ii) y testosterona
(iii).
En relacion a esto, es sabido del efecto promotor del crecimiento en plantas por la
28-homobrasindlida (ii), y que éste se asocia con el aumento de la sintesis de
péptidos de acidos nucleicos y como consecuencia, de proteinas. Ademas, el
brasinoesteroide ii activa la via de la sintesis total de proteinas, inducida por la
polisintesis de nuevos &cidos nucleicos, y el aumento de la termotolerancia de la
sintesis total de proteinas en plantas sometidas a choque térmico.® Es importante
subrayar que todos los esteroides anabdlicos reportados hasta ahora, tienen efecto
androgénico, debido a que estimulan el crecimiento y la funcion del sistema
reproductivo, aunque éstos varian en el balance anabdlico/androgénico,
puntualizando que ninguno de los farmacos disponibles comercialmente es

puramente anabdlico. 0
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Sin embargo, Exposito y col. demostraron que ii tiene baja o ninguna unién
significativa al receptor de andrégenos, y al no modular los niveles de testosterona
en plasma sugieren que ii puede ejercer su efecto anabdlico través de un
mecanismo independiente de andrégenos. A pesar de que tanto ii y los andrégenos
contienen el esqueleto basico esteroidal, existen importantes diferencias
estructurales que distinguen a las dos clases de compuestos, incluyendo la lactona
en C-6/C-7, los 2 hidroxilos en C-2 y C-3, y la sustitucion del metilo en C-24. Estas
diferencias quimicas pueden restringir a ii de la activacion del receptor de

androgenos nuclear y explicar la diferencia en las respuestas farmacoldgicas.

En la mayoria de los reportes de sintesis de brasinoesteroides, el trabajo esta
centrado en la funcionalizacién del esqueleto o la cadena lateral; en este tema de
tesis se abordaran ambos caminos sintéticos en pocos pasos, para dar alternativas
de obtencién en cantidades suficientes para su aplicacion en estudios in vitro. Dada
la importancia de la identificacién de nuevos agentes que actian en el crecimiento
muscular, el desarrollo y/o regeneracion @Y con posible aplicacion terapéutica,
estamos tratando de explorar los efectos de los analogos de BS obtenidos a partir
de diosgenina en cantidades suficientes para su evaluacién en la sintesis y la

degradacion de las proteinas en lineas celulares de cultivo primario humano.

17



La implementacion de oxidaciones controladas permitira obtener cetonas en
sitios estratégicos del esteroide, que seran la materia prima en la obtencion
de oximas.

El uso de quimica de flujo continuo afectara positivamente la selectividad de
en la apertura del espirocetal y, por consecuencia, reducira la formacién de
subproductos.

La solubilidad de los productos e intermediarios sera afectada por la
presencia de los grupos polares que se incuyan en la molécula.

La presencia de cetonas y oximas en las moléculas promovera el aumento
de la actividad biologica, generando efectos similares en el aumento de

biomasa en mamiferos.

18



4.

Objetivos

4.1  Objetivo General

Disefar y sintetizar nuevos derivados cetonicos e hidroximinicos por modificacion

de los anillos A-B y la cadena lateral de diosgenina.

1)

2)

3)

4)

5)

4.2  Objetivos Especificos
Transformar de forma selectiva la cadena lateral de diosgenina para obtener
nuevos derivados cetonicos 22-oxo, pseudo y espirocetélicos.
Transformar de forma selectiva los anillos A-B de diosgenina para conducir
a nuevos derivados ceténicos en posiciones estratégicas con buenos
rendimientos.
Realizar la transformacion de los derivados cetonicos en las oximas y
dioximas correspondientes.
Optimizar las metodologias propuestas mediante el uso de quimica de flujo
continuo.
Elucidar las estructuras de los nuevos derivados esteroidales obtenidos

mediante el empleo de los diferentes métodos espectroscopicos (RMN, IR).

19



5. Desarrollo Experimental

5.1 Equiposy técnicas utilizadas.
Puntos de Fusion
Los puntos de fusion fueron determinados por la técnica de capilar abierto en un

equipo Melt Temp, utilizando la escala de grados Celsius y no fueron corregidos.

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se obtuvieron con un aparato
Bruker Advance de 500 MHz para los espectros de 'H y de '3C. El disolvente que
se utilizé fue cloroformo deuterado (CDCls) y Metanol deuterado (CDsOD) con
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se
reportan en ppm (3); las constantes de acoplamiento (J) estan indicadas en Hertz
(Hz). La multiplicidad de las sefales de espectros de H se abrevia de la siguiente
manera: s: sefial simple, sa: simple ancha, d: sefal doble, t: sefial triple, dc: doble

de cuadruples y m: sefial multiple.

Espectroscopia de Infrarrojo

Fue utilizado un espectrofotometro de Infrarrojo Agilent Cary 630 FTIR. Fueron
empleadas las interfaces ATR con punta de diamante y DIAL PATH. La presencia

de las bandas de transmitancia son expresadas en nimeros de onda v (cm™?).

Polarimetria

La rotacion oOptica fue determinada en un polarimetro Perkin-Elmer 241 empleando
soluciones cloroformicas en una celda de 10 cm de longitud con la linea de emision
D del Na (= 589 nm) como referencia a temperatura ambiente. Las desviaciones

levo- y dextrogiras se reportan con el valor de la concentracion utilizada.
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Microondas Focalizado

La sintesis asistida por irradiacion de microondas focalizado (SIMF) se llevé a cabo
en un microondas Anton Paar modelo Monowave 300 en un vial cerrado
neumaticamente a presion, la presion y la potencia de salida entregada fueron
monitoreados y graficados. La temperatura interna se midié con un sensor de
infrarrojo. El enfriamiento del vial se llevo a cabo con aire seco comprimido. Los
viales utilizados fueron de 10 y 30 mL de vidrio borosilicato con septa y fritas. Se

examinaron diversos disolventes polares grado reactivo transparentes a las MW.

Micro-reactor de Flujo Continuo.

Las reacciones de quimica de flujo continuo fueron realizadas en un Microrreactor
de Flujo Continuo modelo Asia marca Syrris con N2 extraseco como gas acarreador

y como atmdsfera inerte.

Cromatografia

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales
de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4 de
Macherey-Nagel, Alemania y como fase movil sistemas de elucion de acetato de
etilo — éter de petrdleo. Para su revelado se empled luz ultravioleta de onda corta
(254 nm, ldmpara de UV-GL-58) y por calcinacion de las placas, previo tratamiento

con acido sulfarico al 50%.

Para la cromatografia en columna, se emple6 gel de silice de 230-400 mallas MN
Kieselgel 60 de Macherey-Nagel, Alemania, de acuerdo a la técnica “flash”
utilizando un sistema de eluyente de acetato de etilo — éter de petroleo en diversas

proporciones.

La cromatografia automatizada se realiz6 en un equipo Selekt marca Biotage con

detector de UV, con 2 canales de columna, con columnas precargadas de gel de
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silice de 200 a 400 mallas de 25 g. Se usaron sistemas de eluyente de acetato de

etilo/ éter de petrdleo en diversas proporciones.

5.2 Disolventes y Materias Primas.

Se partié de diosgenina (1) obtenida comercial mente de marca Sigma Life
Science lote 129K1800V, a la cual se analiz6 a través de punto de fusion,
cromatografia de placa fina (CCF), resonancia magnética nuclear (RMN) para
demostrar la pureza, no fue necesaria su purificacion posterior. Los reactivos fueron
grado analitico y se utilizaron tal cual por no requerir purificacion. Los disolventes

se purificaron y secaron de acuerdo con las metodologias descritas en la literatura.
(32)

5.3 Procedimientos generales. Preparaciéon y elucidacién de los
derivados dicetonicos a partir de diosgenina.

H3C

HO

Figura 7. Estructura de diosgenina (1).

La diosgenina (1), Figura 7, fue utilizada la adquirida de forma comercial
como la extraida del barbasco a través de soluciones alcohélicas; se caracterizo y
los datos fueron comparados con los de la literatura coincidiendo totalmente. Polvo
amorfo, p.f. = 199-202 °C.(3)

El esquema general de sintesis se muestra a continuacion:
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a) Ry= OH
jii b) Ryo= AcO

HON

NOH

Reactivos y condiciones: i) BF3-Et,0, Ac,0, t.a.,
i) NH,OH-ClI, EtOH, Piridina, reflujo, 2h.

i) BF3-Et,0, Ac,0, 0°C.

iv) AAATF, BF3-Et,0, 3 minutos, CH,Cl,

v) Flujo continuo, BF3-Et,0,

Ac,0,CH,Cl,, 0°C, reactor 1 mL.

AcO 2 productos mas

o]

Esquema 6: Ruta de sintesis general para la obtencién de compuestos de interes.

El esquema 6 ilustra la ruta de sintesis propuesta para la sintesis de nuevos
analogos de brasinoesteroides a partir de diosgenina. Dichos esquemas involucran
reacciones de hidrdlisis, oxidacion y obtencion de oximas, que se realizaran una vez
puestas a punto las metodologias siguiendo lo reportado en la literatura. Una vez
obtenidos los compuestos, estos fueron caracterizados mediante los diferentes
métodos espectroscépicos como RMN, IR, y métodos fisicos como el punto de

fusion y el [a]p, tal como se describe a continuacion.
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5.3.1 Oxidacion selectiva de diosgenina.

HsC 0

CH

R. Jones
e

CH,CI,

HO o
30 0%

Esquema 7. Formacion de diosgenin-3,6-diona

Se disuelven 2.0 g (4.8 mmol) de diosgenina (1) en 40 ml de CH2Cl2 y 132
mL de acetona, la reaccidn se enfria a -10°C en agitacion, posteriormente se agrega
el reactivo el Jones gota a gota durante de 10 minnutos, con cuidado de no rebasar
los 10°C; ya que fue agregado el reactivo, la reaccion se mantiene en agitacion
magnética y se lleva a temperatura ambiente, EI avance de la reaccion es
monitoreado con CCF, registrando un cambio de color (naranja a verde) y entonces
se agrega isopropanol para matar el oxidante. La mezcla de reaccién se vacia a un
embudo de separacién y se realizan extracciones con acetato de etilo, lavados con
agua destilada, la fase organica se seca con Na2SOa4. Se obtuvo un producto menos
polar que diosgenina, el cual se purificé en columna cromatografica con gel de silice
con un sistema 9:1 (hexano y AcOEt) obteniendose 1.63 g con un rendimiento del

80% del producto 2 (Esquema 7).

Férmula condensada: C27H3804, P.M= 426.6, p.f. 193-194°C (AcOEt/ acetona),
Rendimiento del 80%.

IR v(cm™) 2949 (C-H),1685. (C=0)
EMAR: C27H3804, Calculado: 426.6988, Observado: 426.6982.
IH RMN

8 'H: 6.18 (1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, m, H-26€), 3.36 (1H, dd, J26-26
- Jo6a-25a= 10.4 Hz, H-26a), 2.71 (2H, d, J7.7= 12.0 Hz, H-7), 1.19 (3H, s, CH3-19),
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0.99 (3H, d, J2120= 6.8 Hz, CH3-21), 0.84 (3H, s, CHs- 18), 0.80 (3H, d, J27-25= 6.0
Hz, CH3-27).

13C RMN

8 13C: 36.6 (C-1), 33.9 (C-2), 199.4 (C-3), 125.5 (C-4), 160.6 (C-5), 201.8 (C-6), 32.1
(C-7), 35.1 (C-8), 53.7 (C-9), 38.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.6 (C-12), 40.3 (C-13), 55.6
(C-14), 31.6 (C-15), 80.6 (C-16), 61.9 (C-17), 17.3 (C-18), 16.3 (C-19), 41.6 (C-20),
14.5 (C-21), 109.2 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1
(C-27).

5.3.2 Formacion delaDioximade la (25R)-spirost-4-en-3,6-diona.

NH,OH HCI

R

EtOH, KOAc

0 Ho—N

Esgquema 8. Formacion de diosgenin-3,6-dioxima

En un matraz balén de 250 mL se agregaron 0.85 g (2 mmol) de diosgenin-
3,6-diona (2), que se disolvié en 30 mL de EtOH y 0.8 g de acetato de potasio, al
qgue se agregaron 0.560g (8mmol) de NH20OH.HCI, la mezcla de reaccion se
mantuvo a reflujo por 1 hr. La reaccion concluy6 cuando se detecté una mancha
mas polar que la materia prima (3) al monitorear por CCF (Esquema 8). Una vez
transcurrido ese tiempo se separé la fase organica, se realizaron 3 lavados con agua
destilada y la fase orgénica se seco con Na2SOs, fue concentrada en el rotavapor,
y posteriormente purificada en columna cromatografica con gel de silice y un

sistema 6:4 (hexano y acetato de etilo).
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5.3.2.1 Elucidacion de (25R, 3Z, 62)-

dihidroximinoespirost-4-eno (115).

Formula condensada: C27H4oN204, P.M= 456.62, p.f. 150-152°C (sistema 3:2
hexano /AcOEt) cristales blancos. Rendimiento 77 %.

IR v(cm) 3313 (O-H), 1681 (C=C)
IH RMN

8 1H: 6.58 (1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, J= 9.2, J = 2.8 Hz, H-26¢),
3.37 (1H, dd, J= 11.2, J= 11.2 Hz, H-26a), 3.07 (2H, dd, J2-2= 18, J 2.1= 3.6 Hz H-2),
3.44 (2H, m, H-7),1.06 (3H, s, CHa-19), 0.98 (3H, d, Jo1-20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.82
(3H, s, CHs- 18), 0.79 (3H, d, J27-25= 6 Hz, CH3-27)

13C RMN

§13C: 39.3(C-1), 18.7(C-2), 156.4(C-3), 119.3(C-4), 147.3(C-5), 156.6 (C-6), 46.0(C-
7), 32.7(C-8), 49.8(C-9), 38.8(C-10), 21.1(C-11), 33.4(C-12), 40.3(C-13), 61.8 (C-
14), 31.4 (C-15), 80.6 (C-16), 56.3(C-17), 16.2(C-18), 19.0(C-19), 41.6(C-20), 14.4
(C-21),109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.9 (C-26), 17.1 (C-27).

5.3.3 Apertura de cadena lateral de diosgenin-3,6-diona y

purificacion de productos 22-oxocolestanicos.

(o)

a) Ri= OH
b) Ry= AcO

4 productos mas.

Esquema 9. Apertura de cadena tipo 22 oxo de diosgenin-3,6-diona
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En un matraz de bola de 250 mL provisto de agitacion magnética y enfriado
en un ultra enfriador a -10 °C se mezclaron 1 gramo de diosgenin-3,6-diona (2)
diluido en 10 ml de diclorometano, 6 ml de anhidrido acético y 5 ml de eterato de
trifluoruro de boro, se dejo agitar la mezcla en el ultra enfriador a -10 °C durante 10
minutos y posteriormente se dejé agitar durante 10 minutos mas a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de agitacion se pasé la mezcla a una
solucion saturada de bicarbonato de sodio de 500 ml para neutralizarla y se dejo
agitar durante 5 minutos. A continuacion, se paso el crudo de reaccién a un embudo
de separacion en donde se realizaron 3 lavados con agua destilada. Se recupero¢ la
fase organica y se pasoé por un embudo con sulfato de sodio para eliminar cualquier
rastro de humedad. El crudo de reaccién se paso por un rotavapor a 50 °C y se peso
una vez los solventes se evaporaron. Finalmente, se agregaron 20 ml de
diclorometano para diluir el crudo de reaccion, se adiciono gel de silice y se
mezclaron en un rotavapor a 40 °C. Ya que se mezclé el crudo de reaccién con el
gel de silice y se evaporé completamente el diclorometano, se procedié a empacar
la columna cromatografica, para ello se agregé a la columna gel de silice limpia,
después el gel de silice mezclado con el crudo de reaccion y finalmente un poco de
algododn. Se obtuvieron 6 productos de los cuales solo 2 pudieron obtenerse puros
(Esquema 9), por lo que no se hicieron mas intentos por aislar y caracterizar el resto

del crudo de reaccion.

Los compuestos 5a, y 5b se eluyeron en sistema de disolventes en relacion 7:3
hexano/acetato de etilo, obteniéndose cada uno en 35% y 30% respectivamente

como solidos blancos, el resto de los productos se guardaron como mezcla.

5.3.3.1 Elucidacion del derivado 22-oxocolest-4-en-
260H-3,6-diona (5a).

Salido blanco, punto de fusion: 172-174 °C (Hexano/AcOEt)

IR (cm™): 3010 (OH); 2939 (CH, alifatico); 1720 (tensién C=0); 1000 (tensién C-O).
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H RMN

8 1H: 6.18 (1H, s, H-4), 5.01 (1H, m, H-16), 3.45 (2H, d, J2s26 = 5 Hz, H-26), 2.94
(1H, dc, J2021= 15 Hz, Jao-17= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CH3COO-16), 0.89 (3H, d,
Ja7-25= 10 Hz, CH3-27),1.12 (3H, d, J21-20= 5 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CH3-19), 0.85
(3H, s, CH3-18).

13C RMN

8 13C: 37.0 (C-1), 27.9 (C-2), 201.5 (C-3), 126.0 (C-4), 160.9 (C-5), 199.5 (C-6), 31.8
(C-7), 31.4 (C-8), 49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12), 42.0 (C-13), 54.1
(C-14), 35.0 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17),13.4 (C-18),19.5 (C-19),43.7 (C-20),

(16.8 C-21),213.8 (C-22), 38.7 (C-23), 27.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.6 (C-26), 17.1
(C-27),170.7 (C-C=0 16), 21.3 (CH3COO-16).

5.3.3.2 Elucidacion del derivado 22-oxocolest-2-en-
260Ac-3,6-diona (5b).

Salido blanco, punto de fusion: 178-181 °C (Hexano/AcOEt)

IR (cm™t): 3497 (OH); 2936 (CH, alifatico); 1728, 1680 (C=0, cetonas); 1708(C=0,

acetato).

H RMN

8 TH: 6.19 (1H, s, H-4), 4.62 (1H, m, H-16), 3.25 (1H, m, H-26), 2.94 (1H, dc, J20.21=
15 Hz, Jao-17= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CH3COO-16), 0.89 (3H, d, Jo7-25= 10 Hz,
CH3-27),1.12 (3H, d, J21-20= 5 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CH3-19), 0.85 (3H, s, CH3-
18).

13C RMN
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§ 13C: 37.0 (C-1), 27.9 (C-2), 201.5 (C-3), 126.0 (C-4), 160.9 (C-5), 199.5 (C-6), 31.8
(C-7), 31.4 (C-8), 49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12), 42.0 (C-13), 54.1
(C-14), 35.0 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17),13.4 (C-18),19.5 (C-19),43.7 (C-20),
(16.8 C-21),213.8 (C-22), 38.7 (C-23), 27.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.6 (C-26), 17.1
(C-27),170.7 (C-C=0 16), 21.3 (CH3COO-16).

5.3.4 Apertura de la cadena lateral de diosgenin-3,6-diona (2)
para conducir a derivados Pseudocolestanicos con
Anhidrido Mixto (AATFA).

AcO

Esquema 10. Apertura de cadena tipo Pseudo de diosgenin-3,6-diona (2).

Con antelacion fue preparado el anhidrido acético-trifluoracético (AATFA) el
cual se utilizé de forma inmediata. Se utiliz6 un matraz de balén de 50 mL con
agitacion magnética, al cual se adicionaron 1.6 mL de AcOH (27.9 mmol) y 3.1 mL

(21.8 mmol) de anhidrido trifluoracético agitando vigorosamente por 2 minutos.

Por otro lado, en un matraz de bola de 50 mL con agitacidn magnética, se agregaron
929 mg (2.18 mmol) de la diosgenin-3,6-diona (2) los cuales se disolvieron en 10
mL de diclorometano (CH2Cl2), mas 1 mL de BFsOEt2 (7.96 mmol), a esta mezcla
se agrego inmediatamente el AATFA preparado al inicio. La mezcla de la reaccion
se mantuvo con agitacion magnética vigorosa a temperatura ambiente por 5 a 6
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, el crudo de reaccién se monitoreo por CCF,
y fue vaciado en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de salmuera con
trozos de hielo. Trnascurridos 5 minutos, la mezcla fria del crudo de reaccion fue

lavado con salmuera (1 x 20 mL), y con una disolucién saturada de NaHCOs (2 x 30
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mL) y agua destilada fria (1 x 30 mL). La fase organica fue secada con Na2S0Oa4 y
concentrada en el rotavapor. Fueron obtenidos 3 productos, que fueron separados
por cromatografia en columna automatizada tipo flash con el cromatografo Selekt
de Biotage, en la que se utilizaron una serie de sistemas de disolventes compuestos
por hexano y acetato de etilo en distintas concentraciones. El producto de interés
(6) se obtuvo con sistema 8:2 hexano — acetato de etilo en 40% de rendimiento. Los

otros 2 compuestos se apartaron como mezcla (Esquema 10).

5.3.4.1 Elucidacién del derivado Pseudodiosgenin-3,6-
diona (6).

Solido blanco, punto de fusién: 178-181 °C (Hexano/AcOEt).

IR (cmt): 3497 (OH); 2936 (CH, alifatico); 1728, 1680 (C=0, cetonas); 1708(C=0,

acetato).
RMN

H § 1H: 6.19 (1H, s, H-4), 4.62 (1H, m, H-16), 3.25 (1H, m, H-26), 2.94 (1H, dc, Jzo-
21= 15 Hz, Jz20.17= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CH3COO-16), 0.89 (3H, d, J27-25= 10
Hz, CH3-27),1.12 (3H, d, J2120= 5 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CH3-19), 0.85 (3H, s,
CH3-18).

13C § 13C: 37.0 (C-1), 27.9 (C-2), 201.5 (C-3), 126.0 (C-4), 160.9 (C-5), 199.5 (C-6),
31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12), 42.0 (C-13),
54.1 (C-14), 35.0 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17),13.4 (C-18),19.5 (C-19),43.7 (C-
20), (16.8 C-21),213.8 (C-22), 38.7 (C-23), 27.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.6 (C-26),
17.1 (C-27),170.7 (C-C=0 16), 21.3 (CH3COO-16).
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5.3.5 Formacion de la Dioxima de la Pseudodiosgenin-3,6-diona.

AcO

NOH

Esquema 11. Formacion de la Pseudodiosgenin-3,6-diona.

En un matraz balon de 250 mL, fueron agregados 936 mg (2 mmol) de
pseudodiosgenin-3,6-diona (6), los cuales fueron disueltos con 30 mL de EtOH y 0.8
g de KOAc, a esta mezcla se le adicionaron 0.560g (8 mmol) de NH20OH.HCI. Una
vez realizada la mezcla de reaccion, esta se llevo a reflujo por 1 hr. La reaccion
concluyo al observarse en la placa de CCF una mancha mas polar que la materia
prima (Esquema 11). Al concluir el tiempo de reaccion y asegurarnos de que no
habia materia prima en la mezcla, se hicieron 3 lavados de la fase organica con
agua destilada y esta ultima se sec6 con Na2SOa, fue concentrada en el rotavapor
y se purificd en columna cromatografica con gel de silice con un sistema 6:4 (hexano

y acetato de etilo).

5.3.5.1 Elucidacion de (32, 62)-

Pseudodihidroximinoespirost-4-eno (7).

Formula condensada: C29H42N20s, P.M= 498.66, p.f. 155-157°C (sistema 3:2
hexano /AcOEt) sélido blanco. Rendimiento 67 %.

IR v(cm) 3312 (OH de la oxima), 1683 (C=C)
RMN

1H & H: 6.58 (1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, J= 9.2, J = 2.8 Hz, H-
26¢€), 3.37 (1H, dd, J=11.2, J= 11.2 Hz, H-26a), 3.07 (2H, dd, J22= 18, J 2.1= 3.6 Hz
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H-2), 3.44 (2H, m, H-7),1.06 (3H, s, CH3-19), 0.98 (3H, d, J21-20= 6.8 Hz, CH3-21),
0.82 (3H, s, CHa- 18), 0.79 (3H, d, Jo7.25= 6 Hz, CH3-27)

13C § 13C: 39.3(C-1), 18.7(C-2), 156.4(C-3), 119.3(C-4), 147.3(C-5), 156.6 (C-6),
46.0(C-7), 32.7(C-8), 49.8(C-9), 38.8(C-10), 21.1(C-11), 33.4(C-12), 40.3(C-13),
61.8 (C-14), 31.4 (C-15), 80.6 (C-16), 56.3(C-17), 16.2(C-18), 19.0(C-19), 41.6(C-
20), 14.4 (C-21),109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.9 (C-26),
17.1 (C-27).

5.3.6 Aperturatipo Pseudo de la cadena lateral de la dioxima de

la diosgenin-3,6-diona.

AcO

HON

NOH
Esquema 12. Apertura tipo Pseudo de la diosgenin-3,6-dioxima 3.

Con antelacion fue preparado el anhidrido acético-trifluoracético (AATFA) el
cual se utilizé de forma inmediata. Se utilizd6 un matraz de balén de 50 mL con
agitacion magnética, al cual se adicionaron 1.6 mL de AcOH (27.9 mmol) y 3.1 mL

(21.8 mmol) de anhidrido trifluoracético agitando vigorosamente por 2 minutos.

Adicionalmente, en otro matraz de bola de 50 mL con agitacién magnética vigorosa
se agregaron 929 mg (2.18 mmol) de diosgenin-3,6-diona (2) la cual fue disuelta en
10 mL de diclorometano (CH2Cl2), 1 mL de BFsOEt2 (7.96 mmol) y finalmente se
agrego el AATFA gque fue previamente obtenido. El cruddo de la reaccion se llevo a
temperatura ambiente con agitacion magnética vigorosa por 5 a 6 minutos. Al
concluir ese tiempo, la mezcla fue tratada con agua destilada fria, y a la fase
organica se le trato con 3 lavados de agua destilada, separando la fase organica
gue se secO con NazS0Oa, y llevada a concentrar en el rotavapor. Se obtuvieron 3

productos, que fueron separados por cromatografia en columna automatizada tipo
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flash con el cromatdgrafo Selekt de Biotage, en la que se utilizaron una serie de
sistemas de disolventes compuestos por hexano y acetato de etilo en distintas
concentraciones. El producto de interés se obtuvo con sistema 3:2 hexano — acetato

de etilo en 45% de rendimiento (Esquema 12).

5.3.6.1 Elucidacion de (32, 62)-

Pseudodihidroximinoespirost-4-eno (7).

Formula condensada: C29H42N20s, P.M= 498.66, p.f. 155-157°C (sistema 3:2

hexano-AcOEt) sélido blanco. Rendimiento 45 %.
IR v(cmt) 3313 (OH oxima), 1681 (C=C)
'H RMN

8 1H: 6.58 (1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, dd, J= 9.2, J = 2.8 Hz, H-26¢),
3.37 (1H, dd, J= 11.2, J = 11.2 Hz, H-26a), 3.07 (2H, dd, J2-2= 18, J 21= 3.6 Hz H-2),
3.44 (2H, m, H-7),1.06 (3H, s, CHa-19), 0.98 (3H, d, Jo1-20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.82
(3H, s, CHs- 18), 0.79 (3H, d, J27-25= 6 Hz, CH3-27)

13C RMN

§13C: 39.3(C-1), 18.7(C-2), 156.4(C-3), 119.3(C-4), 147.3(C-5), 156.6 (C-6), 46.0(C-
7), 32.7(C-8), 49.8(C-9), 38.8(C-10), 21.1(C-11), 33.4(C-12), 40.3(C-13), 61.8 (C-
14), 31.4 (C-15), 80.6 (C-16), 56.3(C-17), 16.2(C-18), 19.0(C-19), 41.6(C-20), 14.4
(C-21),109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.2 (C-25), 66.9 (C-26), 17.1 (C-27).
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5.4 Procedimiento general. Reacciones en Microrrector de
Flujo Continuo Syrris.

5.4.1 Apertura de cadena lateral de 3,6 diona de diosgenina
mediante reaccion de flujo continuo y purificacion de

productos.

Ac,0 Canal A
BF3 Et;0 100 uL

C s

Canal B

200 uL
Microreactor de flujo continuo @

Vel. flujo: 300 uL/ min
T. residencia: 3.5 minutos

CH,Cl,
0°C

3,6-diona (2)

AcO 2 productos mas

o]

Esquema 13. Reaccidn de espirocetal de 2 por flujo continuo.

La metodologia con tecnologia facilitadora como el flujo continuo, se realizaron
utilizando un equipo Syrris Asia (Syrris, Inglaterra) con N2 como gas acarreador. En
el depdsito 1 del reactor de flujo continuo (RFC) se agrego 1 gr (2.34 mmol) de
diosgenin-3,6-diona (2) diluida en 21 mL de diclorometano y en el depoésito 2 del
RFC se agreg6 una mezcla de 5 mL de anhidrido acético (Ac20, 50 mmol) y 20 mL
de eterato de trifluoruro de boro (BF3-Et20, 8 mmol). Se ajusté la temperatura de la
reaccion a -10 °C, la presion a 1 atmosfera y la velocidad de extraccion del depdésito
1 a 100 pyL/min mientras que la del depdsito 2 se ajustoé a 300 yL/min. Una vez que
el equipo termino de sacar las ultimas fracciones, la mezcla de reaccion se paso a
una solucion saturada de bicarbonato de sodio de 500 mL para neutralizarla y se
dejé agitar durante 5 minutos. A continuacion, se paso la soluciéon a un embudo de
separacion en donde se realizaron 3 lavados con agua destilada. Se recuperé la
fase organica y se paso por un embudo con sulfato de sodio para eliminar cualquier
rastro de humedad. El crudo de reaccion se pasoé por un rotavapor a 50 °C y se pesé

una vez los solventes se evaporaron. El crudo obtenido se separ6 por cromatografia
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automatizada en columna tipo flash en el equipo Selekt de Biotage, identificandose

4 productos, de los cuales se separaron y caracterizaron los 2 mayoritarios.

Se agregaron 20 mL de diclorometano para diluir el crudo de reaccion, se adicion6
gel de silice y se mezclaron en un rotavapor a 40 °C para soportar la muestra para
cromatografia en columna tpo flash en el cromatografo Selekt de Biotage. Se
procedié a empacar la columna cromatografica con gel de silice, y después el gel

de silice mezclado con el crudo de reaccion.

Solido amorfo blanco. Punto de fusion: 173-174 °C (hexano-AcOEt)

IR cm™: 3011 (OH); 2939 (CH, alifatico); 1721 (tensiéon C=0); 1000 (tensién C-O).
RMN

'H §:6.18 (1H, s, H-4), 5.01 (1H, m, H-16), 3.45 (2H, d, J2526 = 5 Hz, H-26), 2.94
(1H, dc, J20-21= 15 Hz, J20-17= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CH3COO-16), 0.89 (3H, d,
J27-25= 10 Hz, CH3-27),1.12 (3H, d, J21-20= 5 Hz, CH3s-21), 1.01 (3H, s, CHs-19), 0.85
(3H, s, CHs-18).

13C §:37.0(C-1), 27.9 (C-2), 201.5 (C-3), 126.0 (C-4), 160.9 (C-5), 199.5 (C-6), 31.8
(C-7),31.4(C-8),49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12),42.0 (C-13),54.1
(C-14), 35.0 (C-15), 75.9 (C-16), 55.2 (C-17),13.4 (C-18),19.5 (C-19),43.7 (C-20),
(16.8 C-21),213.8 (C-22), 38.7 (C-23), 27.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.6 (C-26), 17.1
(C-27),170.7 (C-C=0 16), 21.3 (CH3COO-16).

Rendimiento 26%, sdlido blanco amorfo. Punto de fusion: 164-167 °C (hexano-
AcOEt)
IR (cm™): 3014 (OH); 2938 (CH, alifatico); 1722 (tensién C=0); 1012 (tensién C-O).
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RMN 'H &: 6.16 (1H, s, H-4), 5.02 (1H, m, H-16), 3.44 (2H, d, J2526 = 5 Hz, H-26),
2.94 (1H, dc, J20-21= 15 Hz, J20-17= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CH3COO0-16), 0.89 (3H,
d, J27-25= 10 Hz, CHz-27), 1.12 (3H, d, J21-20= 5 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CH3-19),
0.85 (3H, s, CH3-18).

RMN *3C &: 37.0 (C-1), 119.4 (C-2), 157.5 (C-3), 128.5 (C-4), 143.7 (C-5), 199.0 (C-
6), 31.8 (C-7), 31.4 (C-8), 49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 20.9 (C-11), 39.8 (C-12), 42.0 (C-
13), 54.1 (C-14), 35.0 (C-15), 75.1 (C-16), 55.2 (C-17),13.4 (C-18),19.5 (C-19),43.7
(C-20), (16.8 C-21), 213.3 (C-22), 38.7 (C-23), 27.3 (C-24), 35.6 (C-25), 67.4 (C-26),
17.1 (C-27), 168.8(C-C=0 16), 169.7 (C-C=0 3), 21.3 (CH3COO-16).

6. Discusion de resultados.

Mediante una ruta de sintesis de nuevos derivados cetonicos esteroidales tanto
en el esqueleto como en la cadena lateral esteroidal; se logré que los grupos
funcionales originales presentes en los anillos Ay B se transformaran, llegando a la
generacion nuevos derivados con funciones oxigenadas en los anillos Ay B, y
modificaciones a nivel de la cadena lateral (Figura 8). Este trabajo de tesis
comprende la sintesis de estructuras ceténicas e hidroximinicas, a partir de
diosgenina (1), a través de metodologias convecionales y con el uso de quimica de
flujo continuo.

Como se planteé en los antecedentes la presencia de una cadena lateral
oxocolestanica han demostrado tener un papel fundamental al momento de su
aplicacion como promotores de crecimiento vegetal, por lo que la obtencion de este
tipo de compuestos es interesante para evaluar su efecto anabdlico. Una opcion
viable de modificacion de la cadena lateral de sapogeninas espirostanicas es la
acetolisis del espiroacetal, del cual se ha observado que se pueden obtener diversos
compuestos;15-18) el esqueleto esteroidal con funcion diona es responsable de

mostrar actividad anabdlica, semejante a la testosterona.
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cadena lateral 22-oxo

cetonas en anillos A-B

Figura 8: Esteroide con modificaciones en anillos Ay B y cadena lateral.

Para obtener estos grupos funcionales, se decidio iniciar con la oxidacion del
hidroxilo en C-3 de diosgenina con reactivo de Jones. Al establecer la estrategia de
sintesis y observar los primeros resultados experimentales con la finalidad de dirigir
la oxidacion a sitios concretos, se ensayo la reaccién a temperatura baja (esquema
8) que condujera a la obtencion de forma cuantitativa del producto diceténico (2)
mayoritariamnte. En el mecanismo del esquema 8 se puede apreciar que el medio

acido promueve el rearreglo del doble enlace en el C-5, para pasar al anillo A en el

C-4 en el paso final.

(e)

3,6-diona

Esquema 14. Mecanismo propuesto de la oxidacion de 1 con reactivo de Jones

para conduir a la 3,6-diona.
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Las sefiales que es posible apreciar en el espectro de RMN de *H a 500 MHz de 2
nos muestran sefiales dentro de la montafia entre 1 y 2 ppm, segun el ambiente
guimico de los H, con la presencia de la sefial simple en 6.18 ppm que corresponde
al nuevo H vinilico en C-4; prosiguiendo con la sefial multiple en 4.43 ppm que
corresponde al H-16, la cual no experimenta un cambio significativo en comparacion
con la materia prima, lo que confirma que el espiroacetal sigue presente al seguir
integro el anillo E; en 3.48 ppm se observa la sefial con un patrén de coplamiento
tipo dd, con una Jzse,26a=10.9 Hz, J26e,25=4.6 Hz asignada al H-23ec; a continuacion
a esta sefal, en 3.36 ppm se aprecia una sefal dd con una Jzee,26a= J26e,25=10.9 Hz
gue se asigno al H-26a. En 2.71 ppm se presenta una sefal doble con J7a,7e=12 Hz
caracteristico de la sefial para H-7a que presenta un acoplamiento geminal, con un
desplazamiento soignificativo derivado de la presencia de la cetona en posicién C-
6; en 1.19 ppm esta presente la sefial simple del metilo 19, que se movioé un poco
a frecuencias altas debido a la cercania e influencia de los grupos carbonilos en los
anillos A-B, mientras que los metilos 18, 21 y 27 se mantienen sin cambios

comparados con la materia prima (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H para la 4-en-3,6-diona 2.
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Al analizar los datos del espectro de RMN de 3C se aprecia a frecuencias altas, las
sefiales poco intensas de los carbonilos de la posicién C-6 y C-3 en 201.8 ppm y
199.40 ppm respectivamente; en 160.6 ppm encontramos la sefal del C-vinilico C-
5 y en aproximadamente 125.5 ppm estd la sefial del C-4 confirmando el
reordenamiento del doble enlace en C5-C6. Siguiendo el analisis, en 109.3 ppm se
presenta una la sefial correspondiente al C-22 tipico del espirocetal de los anillos
E/F (Figura 10). Al realizar la asignacion de los C-16 y C-26 se ech6é mano del
experimento HSQC que correlaciona los H con sus C, que evidencia una correlacion
directa del H-16 y el C-16, mismo caso con el C-26 donde fue posible apreciar como

estos protones diasterotdpicos H-26 correlacionan con este C.

La ruta de sintesis muestra que decidimos hacer la apertura de la cadena lateral de
la 3,6-diona para obtener compuestos 22-oxocolestanicos, y con cadena lateral tipo
pseudo, y tratar de realizar las mismas reacciones con la dioxima de la diosgenin-
3,6-diona. Sin embargo, hubo dificultades para purificar los crudos de reaccion de
las dioximas, debido a que estos eran muy complejos derivado de la cantidad de
subproductos que se formaron ademas del esperado, y que dificultd su separacion.
Por esta razon, se reportan los derivados mayoritarios, y que fueron aislados en

cantidades suficientes para su caracterizacion inequivoca.

22
6,3 5

¥ i :n

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 10. Espectro de 13C a 125 MHz de la 4-en-3,6 diona 2.
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6.1 Formacién de oximas en posiciones 3y 6.

Tal como se expuso en los antecedentes, la participacion de un heteroatomo
como el nitrégeno en estructuras esteroidales ha demostrado potenciar la actividad
antiproliferativa en estos compuestos, y nos ha parecido interesante incorporar
oximas esteroidales a los derivados objetivo; las cetonas en los compuestos que se
han obtenido en este trabajo de tesis en las posiciones C-3 y C-6, nos permite
investigar esta opcion y sus repercusiones a nivel del andlisis estructura /actividad,
por medio de la reaccion de condensacion con fuentes de nitrégeno como la

hidroxilamina.

NH,0H-HCI

Py, EtOH

HON
o NOH

NH,;OH*HCI

Py, EtOH

NH,OH HCI

Py, EtOH
HON

NOH

Esquema 15. Formacion de oximas en las posiciones 3y 6.

Como se observa en el Esquema 15, en el producto de esta reaccion se genera la
formacion de un compuesto dihidroximinico 3 mayoritariamente. Se propuso el
mecanismo de reaccion del Esquema 16, donde la reaccién da inicio con el ataque
nucleofilico de la hidroxilamina al C del carbonilo en C-3 de 2. Aunque en este
mecanismo se propone gue la protonacion del oxigeno se da posterior al ataque del
par de electrones del N, y es seguida de la desprotonacion del grupo amino, es bien
sabido que se requiere de catalisis acida (que en este caso es la liberacién de la
hidroxilamina la que provee de HCI), o lo que es lo mismo, la presencia de H* para
facilitar la reaccion de adicién, finalmente ambas propuestas conducen a

intermediario carbinolamina, que conduce finalmente a la oxima por la protonacién
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de este intermediario que es seguida de la eliminacion de agua; el mismo proceso

se repite en la posicion C6, formando la dioxima como producto final.

RV VN
H,OH HClI
— .~ B
o 6., @
2 0 HTPH N

OH \
_ _ H,0 /Hy0"
® -
. H
H—n ) -H,0: o) H30
. (o)
N O H™ ™ N: . Carbinolamina
HO H N 0: N 0:
l OH
H,0:
— B p—— _
H\® z -H 0® N=— /N |
= G - o HO N 3
HO o 0: N<oH

Esgquema 16. Mecanismo de condensacion de 2 con hidroxilamina.

Al analizar el espectro de RMN de !H de 3, es inevitable observar que presentan
gran similitud con la materia prima ya que el ambiente quimico de ningun H se
afecta; por ejemplo, en 6.55 ppm se ve la sefial simple que corresponde al proton
vinilico H-4, en 4.44 ppm se presenta una sefial multiple correspondiente al H-16,
gue al igual que los protones en H-26 conservan similares desplazamientos al igual
gue en la materia prima; solo la sefial en 3.1 ppm del proton en H-7 se ha
desplazado a frecuencias altas debido a la cercania de los grupos hidroxilos de la
oxima (Figura 11). No obstante, la informacién que se obtiene del espectro de RMN
de *C del compuesto dioxima 3 nos pone en evidencia que si hay un cambio
significativo, y las sefales en la region de 200 ppm han desaparecido,
transformandose en dos nuevas sefales en 156.4 ppm y 156.2 ppm, las cuales

pertenecen a sefiales de C=N de la dioxima 3.
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Figura 11. Espectro de RMN-!H de la dioxima 3.

Es necesario resaltar que las otras sefiales observadas en el espectro no han
sufrido un cambio significativo porque no fue afectado su ambiente quimico, como
ejemplo podemos ver en 109.3 ppm a la sefial correspondiente al C-22 del

espirocetal, que da prueba de que los anillos E y F del esteroide no fueron afectados

(Figura 12).
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Figura 12. Espectro de RMN de 3C de la dioxima 3.
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Con ayuda del HSQC fue posible observar las correlaciones C-H a un enlace,
permitiendo ver que la sefal en 6.55 ppm de la region de los H-vinilicos, al ser sefial

simple fue asignada al H-4 y la sefial correlacion6 con C-4. (Figura 13).

M A M

iig

losmbe

-

Figura 13. Espectro RMN-HSQC de la dioxima 3.

6.2 Apertura del espiroacetal de derivados 3,6-oxidados.

Como se abordd en los antecedentes, esta publicado en la literatura, tanto
de otros autores como en trabajos previos del grupo de investigacion, que la
presencia de una cadena lateral 22-oxocolestanica es responsable de importantes
efectos en la actividad biolégica, como en los promotores de crecimiento vegetal, la
actividad antitumoral en lineas de cancer de diversas etiologias, por lo que es de
nuestro interés la obtencion de compuestos biolégicamente activos de forma
potenciada, por lo que decidimos realizar una apertura o fisién de la cadena lateral

de los compuestos diceténicos e hidroximinicos obtenidos. En los dltimos reportes
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se ha tratado de modificar la acetdlisis con el uso de un co-disolvente con un control
la temperatura, para orientar y favorecer la obtencion de derivados 22-
oxocolestanicos.>* Con base en estos reportes y el trabajo previo del grupo de
investigacion, se llevo a cabo la reaccion de apertura del espiroacetal de la dioxima
3, que condujo a un compuesto acetilado en los hidroxilos de los grupos
hidroximinicos de la materia prima, como se observa en el Esquema 17, resultado
de la alta electrofilicidad que le concede al grupo acetato la presencia del acido de
Lewis. Hemos intentado desproteger la oxima, pero es posible que afecte la cadena

lateral; por lo que se decidié proponer una alternativa a este ruta de sintesis.

OAc

HON

NOH

NH,OH HCI
Ac,0 ‘
BFy Et,0 N Py, EtOH

CH,Cl,
0°c

OAc

3-acetilado

NOAc

Esquema 17. Reaccion de apertura de cadena tipo 22-oxo de la dioxima 3.

Tal como es descrito en la literatura en reportes de Fernandez Herrera ®9 y diversos
autores, la biosintesis del espirocetal se da a partir de la cadena lateral del colesterol
por medio de una cadena de oxidaciones; la formacion de un grupo hidroxilo en C-
16 y en uno de los metilos terminales de la cadena (C-26), ademas de la formacién
de un grupo ceténico en C-22. La formacion de la protosapogenina, que es
transformada en un hemicetal (producto del ataque del hidroxilo 163 al C=0 en C-
22), y luego transformada en un ion oxonio i que termina en la formacion del
espirocetal. Con base en estos datos, se llevd a cabo un estudio sobre la
temperatura y su influencia en la reaccién de acetdlisis de diosgenina (2), y para ello
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se ensayaron Yy modificaron diversos parametros mediante reacciones a
temperatura ambiente y a bajas temperaturas, cuyos resultados se encuentran
descritos en diversos reportes en la literatura.3® Para conseguir la formacion de la
cadena 22-oxocolestanica, se llevé a cabo la reaccion mediante la metodologia
detallada en la literatura, utilizando anhidrido acético y BF3-OEt2 a 0 °C obteniendo

los compuestos 5a-5b en buenos rendimientos (Esquema 18).

OAc

Esquema 18. Productos de la apertura regioselectiva de 2.

En los resultados obtenidos fue posible detectar la obtencién de la cadena 22-
oxocolestanica con un OH en C-26 5a, y se observo la formacion del derivado 22-

oxocolestanico acetilado en la posicion 26 5b, como se muestra en el Esquema 12.

22-Oxo 5a

ion oxonio i o

OAc

22-Oxo 5b

4 subprodutos méas

Esquema 19. Mecanismo de apertura de la 4-en-3, 6-diona 2 para la obtencion de

22-oxocolestenos.
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La apertura del anillo F ®") despert6 nuestro interés, ya que da lugar a un compuesto
a través de un proceso meramente cinético, al compararlo con la apertura del anillo
E que continua con la apertura del anillo F, que es termodinamicamente mas
favorecido derivado de la tensién angular o de anillo en un ciclo de 5 versus un anillo
de 6.

Como se puede ver en el esquema 19, la apertura del anillo E conduce al ion oxonio
i cuando este formd un nuevo enlace C-O y produjo ademas la acetilacion del O en
C-16, que posee una estructura analoga al colesterol (anillo E/F abierto y cadena
lateral), y a 5b con la acetilaciéon de 26-OH. Las proporciones de los derivados 26-
OH y 26-OAc y de los otros 4 subproductos, no son las mismas que se obtienen
cuando se realizan sobre sapogeninas como diosgenina, que no presentan el
sistema dicetonico en los anillos A-B. Al considerar estos resultados, es posible
asumir que la dicetona presente en los anillos A/B del esteroide tiene una influencia
en la direccidon de la reaccion, un efecto estereoelectrénico que afecta la reactividad
de posiciones tan alejadas como los anillo E/F, conduciendo a la formaciéon de los
derivados descritos y caracterizados, y otros 4 derivados que contindan sin ser
elucidados, siguiendo la metodologia descrita en la literatura. En concreto, este
efecto no se ha encontrado en reportes donde el material de partida no contenga

grupos cetonicos electroatrayentes. (38

Al obtener esta evidencia, decidimos conducir la ruta de sintesis preparando primero
los derivados cetdnicos 22-oxocolestanicos, y a partir de estos, obtener las oximas,

y tuvimos mejores rendimientos que se discuten mas adelante.

Es posible apreciar que el compuesto con la cadena 22-oxocolestanica 5a con el
OH en C-26 fue identificado como el producto mayoritario en la reaccion, con punto
de fusion de 171 °C. En el espectro de IR se observan bandas en 3011 cm para el
OH en C-26, y una banda intensa para el C=0 del AcO en C-16 en 1721 cm™.

En el andlisis de la RMN de H, se aprecia que en la region de 2.0 ppm solo se
presenta una sefal propia del acetilo en la posicion C-16, es de destacar que el
espectro guarda una similitud con el de su material de partida. Las sefiales de los

protones en C-26 se muestran traslapadas como una sola sefial intensa para cada
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H en 3.44 ppm, consecuencia del libre giro que presenta la cadena lateral abierta

22-oxocolestanica (Figura 14).
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Figura 14. Espectro de RMN-'H del 22-oxocolestanico 5a.

El andlisis de los datos arrojados por el espectro de RMN-13C permite observar que
en la region de los C=0 de los acetatos solo se presenta una sefial en 170.1 ppm
gue pertenece al acetato C-16; y en 68.55 ppm hay una sefial del C-26 desplazado
a frecuencias mas altas debido a la cercania al grupo acetato. Se destaca en 212.6
ppm la sefial correspondiente al C=0 C-22, en 201.1 ppmy 199.5 ppm permanecen
las sefiales de los C-3 y C-6; en frecuencias mas bajas se aprecian las sefiales en
160.8 ppm y 126.0 ppm correspondientes a los carbonos vinilicos C5y C4. El C-16
aparece antes de las sefales del CDCls, desplazamiento caracteristico del anillo E

abierto en el esteroide (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de *C a 125 MHz del compuesto 22-oxocolestanico 5a.
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Figura 16. Espectro de RMN-'H del compuesto 22-oxo 5b.

Los datos que nos proporciona el espectro de RMN de 'H de 5b, muestra los
desplazamientos quimicos de los H de la estructura en correspondencia al ambiente

guimico que los rodea, y el H-4 se muestra como una sefial simple en la regién de
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los vinilicos. EI H16 y los protones H26 diastereotdépicos no se modificaron

significativamente en su desplazamiento en la ventana espectral (Figura 16).

El andlisis de las sefiales del espectro de RMN de 3C para 5b, muestra las
sefales de los 33 atomos de C presentes en la estructura segun su ambiente
guimico; se observa el C-22 en 212.3 ppm, y el C-6 y C-3 bases de la dicetona. Los
C=0 de los acetatos en 26 y 16 se delimitan en 168 a 171 ppm. Los cuatro C vinilicos
se avistan en la region de 144 a 115 ppm, y en 75.11 ppm se aprecia el C-16 que

es caracteristico para la cadena colestanica, tal como vemos en la Figura 17.

Usando la informacion que arroja el HSQC se asignaron las correlaciones C-H a un
enlace, con lo que se apreci6 que las sefales en 5.5y 5.6 ppm en la region de los
vinilicos, correlacionan con diferentes carbonos, y que al ser sefiales simples fueron
asignadas a H-7 que pertenece a un metino y, para el caso de H-4 la sefal
correlacioné con C-4. Ambas sefales de H vinilicos no estan acopladas, pero si

estan conjugadas (Figura 18).
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Figura 17. Espectro de RMN-*3C del derivado 22-oxo 5b.
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Figura 18. Espectro de RMN-HSQC del compuesto 22-oxo 5b.

6.3 Reaccién de condensacion para la obtencién de la dioxima de la

16,26-diacetoxi-22-oxocolest-4-en-3-ona (4).

Se hizo reaccionar al derivado 16,26-diacetoxi-22-oxocolest-4-en-3-ona (5b) con
hidroxilamina y piridina, para la condensacion de esta fuente de nitrégeno y
obtencién de la dioxima en posicién 3 y 6. Como resultado de la condensacion del
compuesto 5b, se obtuvo el intermediario oxima 4ai, que mantiene el C=0 en C-6,
informacion que da la pista para asumir que la reaccion inicio con la formacion de la
oxima en C-3, y posteriormente se dio en C-6, ya que las condiciones de reaccion
favorecen que el enol regrese a su forma cetonica y la reaccion de condensacion
ocurre para conducir a la dioxima 4a como producto mayoritario (Esquema 20). La

elucidacion de ambos productos se muestra enseguida:
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a) Ry= OH
HON 4 b) Ry= AcO

NOH

HON

o)

Esquema 20. Condensacion de la 22-oxocolest-4-en-3,6-diona 5 con

hidroxilamina.

Por medio del espectro de RMN-'H de la dioxima 4b, es posible apreciar los
desplazamientos quimicos tipicos de los H de esta estructura segun su ambiente
qguimico y aquellos mas desprotegidos se desplazan a frecuencias altas en la
ventana espectral, destacando el H-4 como una sefial simple en la region de los
vinilicos. El H-16 y los protones diastereotdpicos H-26 no cambiaron mucho sus
desplazamientos. La sefal del H-7 se desplaza a campos bajos debido a estar

adyacente al C=N de la posicion 6 (Figura 19).
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Figura 19. RMN de H de la dioxima 22-oxocolest-4-en-3,6-diona 4b.

Lo que podemos ver en el espectro de RMN-13C del compuesto dhidroximinico 4b,
son las sefales de los 31 atomos de C segun su ambiente quimico; destacando el
C-22 en 212.3 ppm, caracteristico de una cetona aislada. Los carbonos de los C=0
de los acetatos en C-26 y C-16 se ubican en 168 a 171 ppm. El desplazamineto
observado para C-5 y C-4 que son vinilicos se aprecian en la region de 144 ppmy
115 ppm; en 75.2 ppm el C-16 caracteristico de un C base de oxigeno (Figura 20).

nnnnnnn

| |
|
|
|
i
80 70 60 50 a0 30

Figura 20. RMN de 3C de la dioxima 22-oxocolest-4-en-3,6-diona 4b.
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Figura 21. Espectro HSQC de la dioxima 22-oxocolest-4-en-3,6-diona 4b.

Por medio del HSQC fue posible realizar las correlaciones C-H a un enlace, y se
logré correlacionar la sefial de *H en 6.1 ppm en la regién de los vinilicos, que al ser
una sefal simple fue asignada al H-4; la sefial multiple en 5.0 ppm que pertenece

a un metino y correlaciono con el C-16; el H-7 correlaciona con el C-7 (Figura 21).

La figura del espectro de RMN de 'H de 4a, nos permite analizar la presencia de los
H presentes en la estructura segun su entorno quimico, y el H-4 se presenta como
una sefal simple en la regién caracteritica de los vinilicos. El H-7 se aprecia como
una sefial doble al estar acoplado a H-8 -como en la materia prima- y se desplaza
a frecuencias altas al ser tener en su cercania un atomo electroatractor en C-6. El
metino H-16 aparece como una sefial compleja multiple desplazada a frecuencias
altas por estar unido a un C base de oxigeno, asi mismo ocurre con los protones en

H-26 que son diastereotdpicos (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de RMN-'H del derivado oxima 4a.

En el espectro de RMN-13C de 4a, podemos apreciar los 33 atomos de C de la
estructura que aparecen en la ventana espectral en regiones que dependen de su
ambiente quimico y grado de sustitucion. EI C-22 aparece en 212.1 ppm por ser una
cetona aislada, y el C-3 y C-6 ahora son un C=N en 156.1 pmm. Los C=0 de los
acetatos en las posiciones 26 y 16 se observan en la region de 169 a 171 ppm. Los
C vinilicos se encuentran en la region de 144 a 115 ppm. En la region de los C base
de oxigeno se encuentra en 75.3 ppm el C-16 caracteristico de la cadena 22-

oxocolestanica donde el anillo e se ha abierto (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN-*3C del derivado oxima 4a.

Apoyandonos en la informacién del espectro HSQC se realizaron las correlaciones

C-H a un enlace, donde las sefiales en 6.01 y 5.52 ppm en la region de los vinilicos,

correlacionan con diferentes carbonos, la sefial doble fue asignada a H-7 que

pertenece a un metilo y se acopla con H-8; y para el caso de H-4 la sefal simple

correlacioné con C-4. Ambas sefales de H vinilicos no estan acopladas, pero si

forman parte de un sistema conjugado (Figura 24).
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Figura 24. Espectro de RMN HSQC del derivado oxima 4a.

Es necesario resaltar que la cetona en C-22 no reaccion0 en esta ocasién, a pesar
de tener los equivalentes necesarios para la reaccién de condensacion con las tres
cetonas. La reaccion fue regioselectiva, dificultandose la condensacién en la
posicion 22, posiblemente debido al libre giro de la cadena lateral que se encuentra
atada al C-20 y el impedimento estérico del metilo 21.

Al obtener mezcla de compuestos, fue de gran ayuda la purificacion con el equipo
de cromatografia automatizada tipo flash Selekt de Biotage, para facilitar la

separacion del crudo de reaccion (Figura 25).

Figura 25. Cromatograma Selekt de la dioxima 3.

Este equipo tiene un detector de UV que identifica y genera un cromatograma que
permite separar segun las longitudes de onda que detecta para cada componente

de la mezcla a separar.

La funcion lambda-all del software Spektra permite escanear todas las longitudes
de onda a la vez, proporcionando un andlisis espectral completo de los picos a

medida que eluyen de la columna flash. No se necesita la lambda méaximo para un
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compuesto: si se absorbe dentro del rango de longitud de onda especificado,
Spektra lo detectard. En el instrumento lambda-all y dos longitudes de onda
individuales se pueden mostrar a la vez; también permite el posprocesamiento de
la corrida para su posterior analisis. Este software realiza, ademas, correcciones de
linea base reales, para saber que los picos que esta viendo en los datos y las
fracciones que se estan colectando, son reales. Esto lo efectia automéaticamente el
sistema ejecutando un gradiente rapido al comienzo de la ejecucion y determinando
la absorbancia UV a través del gradiente en cada punto. Esta correccion la aplica

en tiempo real cuando se realiza la purificacion.

6.4 Uso de flujo continuo para la apertura de la cadena lateral de 3,6-
dioxoespirostanos

La quimica de flujo es el proceso de realizar reacciones quimicas en un tubo,
capilar o dispositivo microestructurado (un reactor de flujo), y es mucho mas que la
adaptaciéon de los procesos por lotes a los sistemas de flujo. Es una tecnologia
facilitadora que permite tener selectividad, reduccion de subproductos, uso de
condiciones de reaccion drasticas (presién y temperatura), facil control de la
reaccion, optimizacion y escalado, esto ultimo se logra rapidamente cambiando el
volumen del reactor o adaptando varios reactores de flujo en paralelo, siempre
cuidando que los flujos se vuelvan a calcular para lograr los mismos tiempos de

residencia (Figura 26):

> N\NNNN\————
LUy —m
0 0 > N"\N"N"N\N\——— o
0 0 0
a) Extended run time b) Longer length c) Parallel system

(numbering up)
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Figura 26. Ejemplo de secuencia de reaccion en flujo continuo: a) extendiendo el

tiempo de residencia, b) tuberia de gran longitud, c) sistemas paralelos.

La quimica de flujo continuo es una herramienta o tecnologia facilitadora que genera
menos residuos por lo que se le ha asociado a la quimica verde. La gran ventaja de
la quimica de flujo es la facilidad de admitir otros métodos de activacion, menos
utilizados, como son la electroquimica y la fotoquimica.®® Tomando ventaja de la
experiencia previa en el trabajo de escalamiento por flujo continuo del grupo de
investigacion, y aprovechando la oportunidad de contar con un reactor de flujo
continuo marca Syrris modelo Asia, decidimos reestudiar la apertura de la cadena
lateral de las dioxosapogeninas (diona) por flujo continuo, para aprovechar las

ventajas de las reacciones con flujo laminar (Figura 27).4°

A ™ = o o» =
AN
>->->->->-»->->c

B w7

Figura 27. Flujo laminar en micrrorreactores, donde los reactivos estan en

intimo contacto, con movimiento restringido.

Llevamos a cabo la obtencién de los 22-oxocolestenos, donde la apertura de la
cadena lateral de la diosgenin-3,6-diona presenta siempre la formacion de muchos
subproductos. Esta metodologia proporciond mayor selectividad en la reaccion,

como se muestra en la Figura 28 de la CCF del crudo.
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Figura 28. Micro reactor de flujo continuo y comparacion del crudo de reaccion por
CCF en método convencional y flujo continuo.

La reaccion de la apertura regioselectiva de la cadena lateral de la 3,6-
diosgenindiona 2 se llevo a cabo por flujo continuo, en las condiciones de reaccion
gue se muestran en el Esquema 15:

Ac,0 Canal A
BF; Et,0 100 uL

-

Canal B

200 uL
Microreactor de flujo continuo @

Vel. flujo: 300 ulL/ min
T. residencia: 3.5 minutos
CH,Cl,
0°C

3,6-diona (2)

AcO 2 productos mas

Esquema 21. Obtencion de derivados 22-oxocolestanicos 5a y 8 por flujo
continuo.
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Se logré la obtencion de 4 derivados 22-oxocolesténicos en el crudo de reaccion,
siendo los dos mostrados en el Esquema 15 los mayoritarios, los otros 2 no se
identificaron por falta de tiempo; sin embargo, al comparar la CCF de la reaccion
por el método convencional, y la realizada en flujo continuo (Figura 28), es posible
notar la menor formacién de subproductos, y como consecuencia, aumento el
rendimiento de los productos mayoritarios. Los espectros de RMN de 'H y 13C del

compuesto 5a y 8 se describen a continuacion.

Los datos recabados en el espectro de RMN de 'H del derivado 22-oxocolesténico
8 muestran las sefiales de los H vinilicos 2 y 4 en 5.7 ppm. El H-16 se presenta
como una sefal multiple en 5.0 ppm, caracteristico de un H unido a un C base de
acetato y con el anillo E abierto, lo que confirmé que es una cadena colestanica. El
patrén de acoplamiento de los H-26 como una sefial doble muy intensa, es distintivo
de la cadena lateral 22-oxocolestanica; el H-20 se localiz6 a frecuencias altas como

una sefal multiple (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H del derivado 8 obtenido por flujo continuo.
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Figura 30. Espectros de RMN de 3C del derivado 8 obtenido en flujo continuo.

Los datos que se obtienen del espectro de RMN de 3C, permitieron asignar la
estructura por la presencia de las sefiales del C-22 en 213.36 ppm, desplazamiento
propio de una cetona aislada; la sefial en 199.07 ppm fue asignada al C-6, y los C
de los acetatos en C-3 y C-16; asi como de los C vinilicos 2-3 y 4-5, y presentando
la sefial del C-16 antes de las sefiales del CDCls, caracteristico para una cadena
colestanica. Es muy interesante que se haya formado la cetona a,f,y,0-insaturada
en los anillos A-B, ya que extendi6 la conjugacién en ambos anillos, logrando una

estructura muy estable, con la proteccion del OH en C-3 (Figura 30).

6.5 Apertura de la cadena lateral de diosgenin-3,6-diona (2) y diosgenin-
3,6-dioxima (3) para conducir a derivados Pseudocolestanicos con
Anhidrido Mixto (AATFA).

Para funcionalizar la cadena lateral de la diosgenin-3,6-diona (2), se llevé a cabo
la apertura con el anhidrido mixto anhidrido acético-trifluoracético (AATFA)
generado in situ en la mezcla de reaccion. Esta metodologia permite la obtencion
de pseudosapogeninas en buenos rendimientos, cuando estas no tienen
modificaciones en los anillos A-C. “D La ruta de sintesis (Esquema 22) implicd
varios ensayos para conducir a la apertura regioselectiva de la cadena lateral y
obtener la dioxima 7, ya que la presencia de la dicetona del anillos A-B tiende a

reaccionar con las condiciones de reaccion, provocando la sefializacion de este
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sistema (Figura 31), provocando que se generen subproductos que no son faciles
de separar debido a la similitud del Rf (al ser isbmeros sus caracteristicas fisicas

son similares), provocando que se den mezclas complejas de separar.

Fortma > { A/ Forma
ceto ~—
H o - enol

H&) _H@ y® _H@
- J o ] .-
£ o | 0 % | o
Reaccion en o lon enolato Enol capturado

Figura 31. Enolizacion de cetonas en medio &cido.

Esquema 22. Pseudocolestenos cetdnicos e hidroximinicos.

La caracterizacion de la pseudodiosgenin-3,6-diona (6) nos muestra que se logro la
apertura regioselectiva de la cadena lateral, cuya purificacion se llevé con ayuda del
equipo de cromatografia automatizada tipo flash Selekt de Biotage, para facilitar la
separacion del crudo de reaccion. La reaccion origind la formacion de 3 compuestos
isoméricos, cuyos Rfs se encuentran muy cercanos, por lo que su purificacion fue
un poco compleja. EI compuesto mayoriatrio fue el derivado 6, que se caracterizo y

asign6 como sigue:
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Figura 32. Espectro RMN-HSQC a 500 MHz de pseudodiona 6.

En el espectro de RMN de 'H para 6 se puede observar una sefial en 5.61 ppm
correspondiente al protén vinilico en 4, y en 4.42 ppm una sefial multiple que
corresponde al H-16 con un desplazamiento quimicocaracteristico cuando éste
forma parte de un anillo, en este caso el furano (anillo E) de la cadena

pseudocolestanica.

En cuanto a los protones H-26 que son diasterotopicos se observan como sefiales
con una multiplicidad doble de dobles en 3.97 ppm que corresponde al H26e con
J26e-25=5.97 Hz y J2ee-26a =10.8 Hz y la segunda en 3.88 ppm correspondiente al
H26a con J26a-25=5.97 Hz y J26a-26e =10.8 Hz patron de acoplamiento caracteristico
derivado de la apertura del anillo F, y por la cadena lateral abierta se protegi6 el O

en 26 y se aprecia la sefial del acetato 26 en 2.05 ppm (Figura 32).

63



26 26

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)

Figura 33. Espectro de '3C del derivado pseudodiona 6.

En el espectro de RMN *3C de la Figura 33 del compuesto 6, en 109.8 ppm se
observa una sefial que corresponde al C-20 que ahora es cuaternario; en 171.6 ppm
la sefial del acetato en C-26, y en 81.2 ppm una sefial que pertenece al C-16 a
frecuencias altas, después de las sefales del CDCls, caracteristico de cuando se
encuentra dentro de un ciclo en esta caso el anillo E que permanece cerrado. En
frecuencas altas en la region de los C cuaternarios, las sefiales en 201 ppm y 199
ppm corresponden a los dos grupos carbonilos de los anillos A/B para los C-6 y C-
3.

Se logro aislar el derivado pseudocolestanico 7 y este fue caracterizado. El espectro
de RMN de H de la dioxima 7, permite apreciar los H de esta estructura segun su
ambiente quimico que los coloca en ciertas regiones de la ventana espectral,
destacando el H-4 como una sefial simple en la regién de los vinilicos, que se
encuentra entre los anillos de la dioxima. El H-16 y los protones H-26 mantienen su
patrén de acoplamiento con pocos cambios en su desplazamiento con respecto al
derivado pseudodiceténico 6. La sefial del H-7 se desplaza a frecuencias mas altas
despegandose de la montafia de sefales debido a estar unido al C-adyacente al
C=N del C-6 (Figura 34).

El espectro de RMN de *3C fue asignado con ayuda del experimento HSQC (Figura
34), en el que se apreciaron las correlaciones C-H, donde se aprecié que la sefal

simple en la region de los vinilicos en 6.1 ppm, al ser una sefial simple pertenece a
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H-4; la sefal en 5.0 ppm que integra para 1H y es un metino que correlaciona con

el C-16; para el caso de H-7 la sefal correlacioné con el C-7.

APC36DIOXDACZ.13.ser
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Figura 34. Espectro de RMN HSQCdel derivado pseudocolesténico 7.
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7. CONCLUSIONES.

Las modificaciones para la oxidacion de diosgenina fueron para generar
dicetonas y tricetonas en posiciones claves del esqueleto asi como en la cadena
lateral esteroidal, y concluir con la formacién de las oximas en dichas posiciones en

buenos lo cual se logré en buenos rendimientos.

La siguiente parte de la ruta de sintesis, condujo a la modificacion de la cadena
lateral del derivado dicetdénico 2 en medio acido en diferentes condiciones,
obteniendo los derivados diceténicos e hidroximinicos con cadena espirostanica,
22-oxocolestanicas y pseudocolestanica en rendimientos moderados, debido a la

formacion de subproductos (Esquema 23).

a) Ry= OH
it b) Ry=AcO

HON

NOH

Reactivos y condiciones: i) BF3-Et,0, Ac,0, t.a.,

if) NH,OH-ClI, EtOH, Piridina, reflujo, 2h.
iii) BF3-Et,0, Ac,0, 0°C.

iv) AAATF, BF5-Et,0, 3 minutos, CH,Cly,
v) Flujo continuo, BF3-Et,0,
Ac,0,CH,Cl,, 0°C, reactor 1 mL.

AcO 2 productos mas

Esgquema 23. Ruta de sintesis que se siguio.

Hemos encontrado que las proporciones de los derivados 26-OH y 26-OAc y de los

otros 4 subproductos, no son las mismas que se obtienen cuando se realizan sobre
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sapogeninas como diosgenina, que no presentan el sistema diceténico en los anillos
A-B. Al analizar los resultados obtenidos en esta serie de reacciones, podemos
asumir que la dicetona en los anillos A-B del esteroide ejerce un efecto
estereoelectronico que afecta la reactividad de posiciones tan alejadas como los
anillo E/F, conduciendo a la formacion de los derivados descritos y caracterizados
en proporciones diferentes en comparacion con materias primas que no han sido
modificadas, asi como otros derivados que se forman por enolizacion y otras
reacciones secundarias. Este efecto no ha sido detectado en los reportes donde la

materia prima no contiene grupos cetonicos electroatrayentes.

Para tratar de disminuir la formacion de subproductos y aumentar el rendimiento en
la apertura de la cadena lateral de la 3,6-diona para obtener compuestos 22-
oxocolestanicos, se usé quimica verde. La quimica de flujo continuo nos ayudo a
reducir la formacion de subproductos, pasando de obtener 6 productos a solo 4. De
estos ensayos se obtuvieron los compuestos 5-7 en cantidades suficientes para su

caracterizacion y evaluacion bioldgica.

La obtencion de las nuevas oximas de los derivados cetonicos espirostanicos, 22-
oxocolestanicos y pseudocolestanicos se pensd con el objetivo de evaluar su
actividad biolégica e impulsar su potencial de accibn como anabdlicos. Los
derivados dicetonicos 2 y 6 fueron tratados con hidroxilamina para la obtencién de
nuevos derivados dihidroximinicos. Los nuevos productos obtenidos en cantidades
suficientes se enviaron para la evaluacion in vitro de su actividad biolégica en lineas
celulares de musculo esquelético, que se espera tengan resultados alentadores en

la sintesis de proteinas y aumento del numero de células musculares.
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