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RESUMEN.

En el presente trabajo de tesis se presentan diferentes modificaciones a los anillos Ay B
de la diosgenina (2), para obtener nuevos compuestos con estructuras poli-oxigenadas,
algunas de las cuales fueron evaluadas como agentes anticancerigenos. La estrategia
sintética consistio en el desarrollo de una metodologia viable para la obtencion de nuevos
derivados esteroidales con la modificacién de los anillos A/B de diosgenina, se oxido el
doble enlace A® para conducir al derivado B-epoxido 40 de manera estereoselectiva. Este
derivado 40 se hidroliz6 en medio acido para realizar la desproteccion del alcohol de C-3 y
efectuar la apertura del epdxido obteniendo el triol 41, mismo que fue oxidado para conducir

a las dicetonas 42 y 43 (Esquema A).

)

HO

Esquema A.

Estos derivados diceténicos espirostanicos 42 y 43 fueron tratados con hidroxilamina para
la obtenciéon de nuevos derivados hidroximinicos. Se obtuvo una mezcla de productos
donde 44 fue el producto mayoritario. Los resultados de esta reaccion dieron la pauta para
la elucidacion del mecanismo y ademas optimizar la obtencion de la dioxima 44, por lo que
se propuso una metodologia alterna para conducir al intermediario dicetona con un A* 43,
generando una ruta de sintesis mas corta, accesible y de mayor rendimiento global
(Esquema B).

El compuesto dicetonico 43, fue modificado en condiciones acidas para lograr la apertura
selectiva del espirocetal para conducir a los derivados 45-47 con cadena 22-oxocolestanica

(Esquema C).



Esquema B.

Con el derivado 22-oxocolestanico 45 se efectué su proteccion con Ac,O y posterior
condensacién con hidroxilamina, lo cual condujo selectivamente al nuevo derivado 22-oxo-

3,6-dihidroximinico 49 y la oxima 50, con posible actividad antiproliferativa.
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Esquema C.



1. INTRODUCCION.
1.1. Esteroides.

Los esteroides son lipidos simples no saponificables, en su mayoria de origen
eucarionte, presentes en células animales y vegetales ampliamente distribuidos en la
naturaleza, donde realizan funciones biolégicas elementales de gran importancia,
encontrandose involucrados en diversos procesos bioquimicos y con funcion estructural, tal
como el colesterol (Figura 1).' Cuando son administrados a otros organismos pueden
causar efectos fisioldgicos, puesto que tienen la habilidad de atravesar las membranas

celulares y asociarse con diversos receptores.

Figura 1.- Estructura del colesterol y numeracién del esqueleto esteroidal.

Los esteroides, por definicion, son aquellos compuestos que poseen en el esqueleto
un nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno o un esqueleto derivado de éste mediante
rupturas, alargamientos o contracciones de los anillos; generalmente presentan grupos
metilo en C-10 y C-13 y una cadena alquilica puede estar presente en C-17. En la Figura
1, se muestra la numeracién para los esteroides dada por la IUPAC." Los esteroides

presentan generalmente diversas funciones oxigenadas.?

1.2. Principales familias de esteroides.

1.2.1. Saponinas esteroidales.

Los esteroides se clasifican en diversas familias que poseen similitudes
estructurales; entre los esteroides mas importantes estan las hormonas sexuales, acidos
biliares, corticosteroides, vitaminas D, hormonas de crecimiento vegetal y animal, alcaloides

esteroidales y saponinas.®
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Figura 2.- Esteroides representativos.

Estructuralmente, las saponinas estan conformadas por dos partes, una sacarida y
otra sapogeninica (aglicona) que puede ser triterpénica o esteroidal. Un ejemplo de

saponinas esteroidales es la dioscina (Figura 3).

2

S Dioscina Diosgenina

Esquema 1. Obtencidn de diosgenina a partir de la dioscina por hidrélisis acida.

Las saponinas se han aislado de diversos érganos vegetales; se han encontrado
numerosas saponinas esteroidales en las familias de las monocotiledéneas, especialmente
en las dioscoreaceas (Dioscorea), agavaceas (Agave, Yucca)y liliaceas (Smilax y Trillium).
Por ejemplo, la parrillina esta presente en la raiz de la Sarsaparrilla mexicana y la dioscina

en los tubérculos de la Dioscorea composita (Figura 3).



S
s

Figura 3.- Fuentes naturales de saponinas (liliaceas, dioscoreaceas y agavaceas).

1.3. Sapogeninas esteroidales.

La aglicona de las saponinas puede ser de naturaleza triterpénica o esteroidal, mejor
conocida como sapogenina. Las sapogeninas esteroidales se clasifican como colestanicas,
espirostanicas y furostanicas,* siendo las mas comunes las del tipo espirostanico. El
término espirostano tiene su origen en la cadena lateral, constituida por dos anillos unidos
en un solo atomo de carbono a través de un puente cetalico que involucra las posiciones
C-16, C-22 y C-26 y es responsable de un grupo de reacciones especificas y caracteristicas
de este grupo cetalico.

La mayoria de los
27 espirostanos conocidos pertenecen a

la serie 5a (fusién A/B trans) y una

minoria a la serie 5B (fusion A/B cis);
algunos tienen insaturaciones en C-5
como la diosgenina, que es una de
A/B cis las principales materias primas para

la obtencion de hormonas; ademas

pueden encontrarse grupos hidroxilo

. . _ . en las posiciones 2,6, 12, 15y 17. Por
Figura 4. Fusion A/B trans, A/B cis y numeracion de _

las sapogeninas. lo general, las sapogeninas presentan

3 centros estereogénicos adicionales

a los comprendidos en una estructura colestanica: el 16S, 22S y en C-25. Las sapogeninas

esteroidales se numeran como se observa en la Figura 4.



Estos compuestos llaman la atencion considerablemente ya que presentan una
amplia gama de propiedades farmacolégicas por lo que se han usado desde siglos atras en
la medicina tradicional y ultimamente en la industria farmacoquimica. En los afios 1940’s se
desarroll6 una amplia investigacion sobre la fertilidad en el ser humano, y se llegé a
establecer que ésta depende fundamentalmente de ciertos compuestos esteroidales tales

como las hormonas sexuales. Se confirid gran atencion a la progesterona debido a su
p 3 v NIRRT £ _\,:3«..;"7_ 2/ ]

utilizacion en la terapia
médica en el
tratamiento de varios

desordenes
menstruales y en la
prevenciéon de ciertos
tipos de aborto y control
natal. Sin embargo, su
obtencion resultaba
costosa, lo cual
repercutia en su precio,
hecho que impedia su
uso generalizado. Las
sapogeninas surgieron en el panorama mundial en los afios 40°s cuando Marker® produjo
grandes cantidades de progesterona a partir de diosgenina, a través de un proceso en cinco
etapas. Esa misma transformacion fue posible realizarla en otras sapogeninas y resulté ser

la clave para preparar hormonas sexuales y analogos.



Fue asi, que este acontecimiento culmino en el surgimiento de la industria mexicana

1 B

arker en Pensilva

Figura 6. M

agroquimicos.

de esteroides, cuyo desarrollo se facilitdé debido a la
abundancia de fuentes de sapogeninas, las cuales
fueron explotadas generando grandes beneficios
econdmicos, aunque no a nuestro pais. Contrariamente
a lo que podria pensarse, la investigacion de la
reactividad de la cadena lateral espirocetalica de las
sapogeninas no esta concluida; se puede encontrar en la
literatura en fechas recientes, reportes de nuevas
trasformaciones de la cadena lateral de las sapogeninas
esteroidales® que han abierto diferentes caminos a la

generacibn de nuevos agentes terapéuticos y

Actualmente diversos derivados esteroidales han mostrado actividad biolégica de

amplio espectro, como antibioticos” , antivirales® y anticancerigenos®, por lo que esta

demostrado que pueden tener diversas aplicaciones. La quimica de los esteroides ofrece

la posibilidad de investigar y desarrollar rutas sintéticas eficientes que resulten en mayores

rendimientos de productos esteroidales de posible trascendencia en la industria

agroindustrial y la farmacéutica.



2. ANTECEDENTES.
2.1 Modificaciones de las sapogeninas. Cadena lateral y anillos A-D.

Desde que se sintetizaron los primeros esteroides en la década de los 30’s, se ha

generado una carrera acelerada para obtener nuevas estructuras con propiedades
importantes en varios ambitos a nivel industrial. Se tenia la idea equivocada, hasta hace
poco tiempo, que ya se habia escrito todo en cuanto a la quimica de los esteroides; sin
embargo, reportes de los ultimos afos ponen de manifiesto que el tema de los esteroides
tiene mucho por revelar y un repunte a nivel mundial, por lo que se han publicado trabajos
muy importantes al respecto.
Es necesario considerar que hubo una pausa en cuanto a reportes de investigaciones
relacionadas con el tema de esteroides, sobre todo con respecto a la cadena lateral; sin
embargo, en afios recientes, la modificacion de la cadena lateral ha sido reestudiada por
diversos grupos de investigaciéon.'® Sandoval y colaboradores, han reportado la
transformacién de las cadenas laterales de la diosgenina (2) y la sarsasapogenina (3)
obteniendo los correspondientes derivados furosténicos y epoxicolestanicos por apertura
de la cadena espirocetalica sapogeninica en medio acido como se observa en el Esquema
2.

AcO

O  Eto-BF,
—_—
Ac,0

HO 2 a) (25R), Ry, Rp,= A®

R, 3b)(255),Ry,Ry=H

AcO
l:‘1
RZ

Esquema 2. Apertura regioselectiva de la cadena lateral de las sapogeninas 2 y 3.

La metodologia desarrollada por este grupo de investigacion, ha permitido el estudio
detallado de la reactividad de la cadena lateral. Asi, cuando se trata a la 23-
acetilsapogenina 9a-c bajo condiciones de acetdlisis,'" da lugar a una apertura selectiva del

anillo F de la sapogenina, generando el derivado furosténico de 33 atomos de carbono



correspondiente (6a-c) en rendimientos mayores, con la formacion de una cadena lateral

conteniendo una cetona a,B-insaturada en C-23 (Esquema 3).

Acido de Lewis
Ac,0, 98%

Acido de Lewis

Ac,0, 7-17%

HO 2a) (25R), Ry, Ra= As
3b) (25S), Ry, Ry=H

8 ¢) (25R), Ry, Ry,=H, Rz=C=0

9a-c

Esquema 3. Obtencién de derivados 23-sustituidos de las sapogeninas 2,3 y 8.

En la reaccion entre el tetrafluoroborato de tritilo y el espirocetal sapogeninico de la
diosgenina conduce al nicleo de la kriptogenina 10 (Esquema 4)." En las condiciones de
reaccion mostradas se efectua la apertura del anillo E formandose un alcoholato en C-16;
para la formacion de la cetona correspondiente debe ocurrir una migracion del hidruro en

C-16 hacia el cation tritilo.

.-
1) Phy BF,

2) BzCl

HO BzO

Esquema 4. Formacion de la estructura de kriptogenina a partir de 2.

La funcionalizacién de la cadena espirocetalica es una de las principales estrategias en la
obtencion de nuevos compuestos con alto potencial en actividad biolégica. En
consecuencia con la funcionalizacion de la cadena lateral, los rearreglos que involucran el
espirostano siguen siendo investigados. En 1992, Suérez' publico la isomerizacion de la
23-oxotigogenina (11) al derivado 22-oxo-23-espirocetalico 12 empleando TiCls, con un

rendimiento del 99% (Esquema 5).

TiCly, CH,Cl,

30 min, 99%

AcO AcO

Esquema 5. Isomerizacion de 11 a 12 promovida por TiCla.



En 2015, Lopez y col.' reportaron la apertura regioselectiva del anillo F de 22-ox0-23-
espirocetales (13) usando BF3-OEt, en anhidrido acético que produjo nuevas cadenas

colestanicas del tipo de derivados de botogenina (17).

NaNO, /BF -Et,0
R TemeE

CH,COOH

AcO AcO

BF;-Et,0
HCOOH

OAc

BF3-E,0, Ac,0
i

CH,Cl,, 1.5H, rt
16 trazas AcO

AcO

AcO

Esquema 6. Apertura regioselectiva del anillo F de 22-oxo-23-espirocetales (13) por BF3-OEt2
en anhidrido acético.

Se reporté por Sandoval y col en 2012, que cuando se emplea un anhidrido mixto acético-
trifluoroacético, en presencia de BF3-OEt, sobre el espirocetal de diversas sapogeninas a
temperatura ambiente, se obtiene el diacetato de pseudosapogenina (18) y el compuesto
furostanico 19 (Esquema 7). El derivado hidroxilado en C-22 se deshidraté facilmente
dirigiéndose a la formacién de 18. Por tanto, esta metodologia constituye la primera en
efectuar la apertura selectiva del anillo F espirostanico a temperatura ambiente, con un
rendimiento practicamente cuantitativo. Adicionalmente, esta metodologia se lleva a cabo

en un tiempo de reaccion significativamente corto.

g —E: ‘\\\o % —— OAc
ATFAA /BF; Et,0
o 3 Ety o . E
k1 2 b % 18 »

Esquema 7. Formacion de pseudosapogeninas a temperatura ambiente.

Con base en estos antecedentes, el grupo de trabajo de Sandoval y col."® desarroll6 la

metodologia apropiada para abrir regioselectivamente el anillo E protegiendo in situ a los
10



grupos alcohol en C-16 y C-26. Esta apertura inicia con la formacion de un intermediario
ion oxonio i (Esquema 8) el cual al ser atacado por una molécula de agua (captada del
medio ambiente o en el work up) conduce al grupo alcohol en C-26, el cual es acetilado in
situ por medio del BF3-Et;O/Ac20 remanente, conduciendo a la formacién de derivados 22-

oxocolestanicos.

o

%W@ /BF3 Et,0
—_—

oc

g %

2

Esquema 8. Formacion de la cadena 22-oxocolestanica.

En 2009 Sandoval y colaboradores' presentaron en un reporte la sintesis y caracterizacion
espectroscopica de un nuevo esteroide, la glucolaxogenina 23, el cual fue obtenido por
modificacion de los anillos A y B de la diosgenina y su acoplamiento a carbohidratos,
conduciendo a la obtencion de precursores de brasinoesteroides con actividad citotoxica

(Esquema 10).

OAc
NH

Q HO
o o\”/cu3 —
0
0
"%
OH

Esquema 9. Sintesis de glucolaxogenina (23).

Los trabajos antes citados dan muestra de la versatilidad y utilidad sintética de las
sapogeninas esteroidales y las modificaciones que en ellas pueden llevarse a cabo, para
conducir a nuevos derivados con grupos funcionales responsables de la actividad biolégica
tan variada y relevante como son los promotores de crecimiento vegetal (PCV) o

antiproliferativa.

2.2 Importancia de las oximas en la actividad bioldgica.

La funcion oxima es un intermediario sintético importante, ya que puede ser
transformada en grupos organicos como carbonilo, amino, nitro y ciano; ademas, es
utilizada en la produccion de compuestos heterociclicos, aprovechando su conversion a
oxidos de nitrilo o nitrosoalquenos, intermediarios reactivos que en presencia de alquenos

o alquinos generan isoxazoles y 1,2-oxazinas.'® Muchos compuestos que contienen un
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fragmento oxima o éter de oxima exhiben diversas actividades biolégicas entre las que se
encuentran la antiinflamatoria,'® antifingica (Figura 7), antibacterial, anti-cancerigena y

antiviral entre otras.?°

N7 Br
/N\O/\ X /N\O
S
H H
24 25
Figura 7. Oximas con actividad antifungica.?’

Existen compuestos quimicos que se han sintetizado a partir de oximas y actualmente se

o _O encuentran en wuso dentro de la industria
N~ N \/\OCH3
HsC «CHs farmacéutica y biotecnoldgica, por ejemplo:
HO, OH HC o reguladores de crecimiento de insectos
e “CHs s o .
HsC | | w (Flucycloxuron), antibioticos macrolidos
HsCy" o} . - . e
o 0 CHs (Roxitromicina, Figura 8) y los agentes antifingicos
0 "0 .
QCHs (Econazol); todos estos compuestos contienen la
CH, CHs o ) . .
Y OH funcionalidad de éter oxima. Algunas penicilinas
CH;

semisintéticas comerciales (oxaciclina, cloxaciclina y
Figura 8. Estructura de la

: o dicloxacilina) poseen cadenas laterales de
Roxitromicina

isoxazolilo y tuvieron como precursor un derivado

hidroximinico.

2.3 Oximas esteroidales. Reactividad y actividad bioldgica.

El alcance sintético de las oximas ha crecido rapidamente en los ultimos afios,
haciéndose evidente en el hecho de que se hayan publicado diversos trabajos de revision
en los Ultimos 10 afios.?? Las oximas esteroidales han sido utiles en la realizaciéon de

rearreglos moleculares asi como para obtener amidas y nitrilos.?®

Figura 9. Obtencioén de la oxima del B-sitosterol (27).
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Otro ejemplo claro de la importancia de las oximas en la estructura esteroidal, es la oxima
27 obtenida a partir del B-sitosterol (26), misma que ha mostrado importante actividad
citotoxica ademas de ser antagonista del virus de la hepatitis?* (Figura 9).

No obstante, en la naturaleza se han encontrado otras oximas esteroidales (Figura 10), en

° mismas que han presentado una selectiva

la esponja marina Cinachyreylla australiensis,?
actividad citotéxica contra diversos tipos de células cancerigenas induciendo muerte por

apoptosis.?

Figura 10. Oximas esteroidales de origen natural.

Asitambién, se ha realizado la sintesis de oximas en la posicion 18 a partir de pregnenolona
(30) (Figura 11), demostrando también alta actividad citotoxica en lineas celulares de
cancer como HCT-15 y MCF-7.%

/OH
(0}
N\ >R
> 31a p-metilPh
31b m-FPh
HO 30 HO 31c p-CIPh

Figura 11. Oximas esteroidales derivadas de pregnenolona (30).

La obtencion de oximas con actividad anticancerigena ha permitido generar diversos tipos
de oximas esteroidales tanto en la cadena lateral como en los primeros anillos,
demostrando en ambos casos alta actividad biologica.?® Ademas, derivados de este tipo de
compuestos como lo son las tiosemicarbazonas, las semicarbazonas y las hidrazonas en
combinacion con oximas han mostrado potenciar aun mas la actividad anticancerigena en
lineas celulares de SGC-7901 y Bel-7404.% De igual manera oximas derivadas de la

estrona (32) (Figura 12) han demostrado una actividad no solo alta contra células
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cancerigenas, sino que ademas inducen a estas células tumorosas a una muerte por

apoptosis.®

/N\

OCH,

32
HO HO 33 "o 34

Figura 12. Oximas esteroidales derivadas de estrona (32).

Algunas cetoximas en condiciones de rearreglo de Beckmann, ademas de producir a la
amida o la lactama, generan subproductos que provienen de una fision; uno de estos
subproductos es un derivado que contiene un grupo nitrilo y otro es una imina. A esta
reaccion secundaria se le conoce como Reordenamiento Anormal de Beckmann (RAB) o

de segundo orden. En el reporte de Sandoval®®

y colaboradores se observa la
transformacién de la cadena espirocetalica de diosgenina 2, obteniendo la 23-
hidroxiiminodiosgenina 35, la cual fue tratada con POCIz en piridina conduciendo al
rearreglo anormal de Beckmann por la apertura del espirocetal generando derivados 23,

24-bisnorcol-5-énicos 36-38 (Esquema 10).

o NOH

POCI,

Piridina
35 AcO

HO AcO'

Esquema 10. Derivados 23, 24-bisnorcol-5-énicos 36-38 por la apertura del espirocetal de 23-

hidroxiiminodiosgenina 35.

En el transcurso de los ultimos afios en nuestro grupo de investigacion se han
sintetizado diversos derivados de diosgenina, a través de diversas metodologias, los cuales
han mostrado una alta actividad anticancerigena y también como promotores de
crecimiento vegetal. Con base en estos resultados, el enfoque de este trabajo es ampliar la
variedad de estructuras con potencial biolégico y mejorar las metodologias de sintesis con

menos pasos involucrados, para conducir a la obtencién de mejores rendimientos, y con

14



cantidades suficientes de los compuestos diana para la evaluacion de algunos nuevos

derivados in vitro y a mediano plazo in vivo.

2.4 Programas Predictores Quimioinformaticos.

La quimioinformatica es un término que incluye el disefio, la creacion, la
organizacion, la gestion, la recuperacion, el analisis, la difusion, la visualizacién y el uso de
informacion quimica; esta informacion suele ser bastante voluminosa y sélo puede
procesarse por medios electronicos.®’ Una de las aplicaciones principales de la
quimioinformatica se encuentra en el desarrollo de nuevos farmacos, donde es util en la
extraccion, almacenamiento, organizacion, analisis y visualizacion de datos quimicos. Sin
embargo, también ha sido de utilidad en la prediccion de las actividades de los compuestos
en un objetivo determinado, asi como de sus propiedades farmacocinéticas y
fisicoquimicas, esta herramienta se ha ampliado a otras areas, como la quimica de los
alimentos y las fragancias.?

Para el uso de estos programas suele utilizarse nomenclaturas que permitan identificar el
compuesto quimico deseado a explorar. Uno de éstos es el codigo SMILES por sus siglas
en inglés “Simplified Molecular Input Line Entry Specificaction”, Especificacion Simplificada
de Entrada Molecular en Linea de Texto, permite representar una estructura molecular
tridimensional como una cadena de caracteres que pueden ser leidos por los programas
informaticos. Los programas que utilizan este cddigo, comprenden por ejemplo que un
doble enlace se indica con el signo igual (=) o bien, que la quiralidad de un elemento se
sefiala con la arroba (@), esta puede ser simple cuando se indica un giro en el sentido
contrario al de las agujas del reloj (levdgiro), o bien una “@” doble la cual indica que el giro
se realiza en sentido de las agujas del reloj (dextrégiro). Los siguientes programas son

ejemplos de estas aplicaciones y actualmente son de accesos libre.

2.4.1 Molinspiration: admiten la manipulacion y el procesamiento de moléculas, incluida la
conversiéon de moléculas a codigos SMILES. Esta calculadora de acceso libre permite la
normalizacion de moléculas, generacion de tautémeros, fragmentacion de moléculas,
calculo de varias propiedades moleculares, modelado molecular y diseio de farmacos
(Molinspiration, 2021) (Figura 13).
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mnllnﬁﬁﬁr@”i (L Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score

Enter SMILES

O[C@](CN([H])C(C)(C)C)([H])C1=CC(CI)=C(N)C(CI)=C1 Clear
or draw molecule below
@"g“ X ')G" z 0 G S " !] Calculate Properties |
=B =I=]~2l0lclcICIOIOks]
; Predict Bioactivity |
N
L Galaxy 3D Generator |
F
=l Molinspiration home
B . P .
= Molinspiration products and services
1
| Molinspiration services FAQ
7 Terms of service
JSME Molecular Editor by Peter Ertl and Bruno Bienfait © Molinspiration Cheminformatics 2021

Figura 13. Molinspiration. Se muestra la interfaz para iniciar la prediccion de la actividad
biolégica del compuesto deseado. Cuenta con una herramienta que permite dibujar la
estructura quimica del compuesto de interés para transformarla a la nomenclatura SMILES.
Principalmente permite calcular propiedades farmacoldgicas, predecir bioactividad y
generar estructuras 3D. https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.

2.4.2 Swiss TargetPrediction: permite estimar probabilidades de efectos farmacoldgicos
que son combinaciones de similitudes de moléculas ingresadas por el usuario, de tal forma
que estima los objetivos macromoleculares mas probables de una molécula pequefia,
asumida como bioactiva. Esta prediccion se realiza por comparacion con una base de datos
de 370,000 activos conocidos en mas de 3,000 proteinas de tres especies diferentes (Swiss

TargetPrediccion, 2021) (Figura 14).

Select a species =8 %

=)
Gy
-

NOQ 5

© Homo sapiens
Mus musculus
Rattus norvegicus

O ® *

Paste a SMILES in this box, or draw a molecule

Examples: @ Clear

[

Swiss Institute of Bioinformatics - © 2021

Figura 14. Swiss TargetPrediction. Se muestra la interfaz para iniciar la prediccion de la
actividad bioldgica. Cuenta con una herramienta para dibujar la estructura quimica del
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compuesto a estudiar y obtener su nomenclatura SMILES. Predice las proteinas que
pudieran tener interaccion con el compuesto en estudio, ademas de permitir seleccionar la
especie donde se desea observar dichas interacciones.
http://www.swisstargetprediction.ch.

2.2.3 PASS online: a través de la formula estructural es capaz de predecir mas de 4,000
tipos de actividad bioldgica, los cuales incluyen efectos farmacoldgicos, mecanismos de
accion, efectos toxicos y adversos, interaccion con enzimas y transportadores metabdlicos,
etc. La prediccidon es posible incluso para estructuras virtuales disefiadas aun no

sintetizadas (Pass on line, 2021) (Figura 15).

1/, i A VA On“ne (Log_ out) Go

Home Definitions Products Services FAQ Contacts

C= )= )=

C(C)(C)C)([H])C1=CC(CIl)=C(N)C(CI)=C1

Get prediction

Figura 15. PASS online. Se muestra la interfaz para iniciar la prediccion de la actividad
biolégica. Admite diversos tipos de archivo incluyendo la nomenclatura SMILES. Es posible
guardar los compuestos previamente estudiados, ademas de que permite asignhar una
probabilidad de activacion y otra de inhibicion. http://way2drug.com/passonline/predict.php.

Las limitaciones de ingreso durante la pandemia provocaron que tuvieramos que realizar
trabajo in silico, el cual nos sirve para organizar estrategias de trabajo experimental y

optimizar los recursos.
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3 OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General:

Disefiar y sintetizar nuevos aminoesteroidales de diosgenina y evaluar su actividad

bioldgica.

3.2 Objetivos Particulares:

1) Transformar selectivamente la cadena lateral de diosgenina, asi como los anillos Ay B

para obtener nuevos derivados cetonicos y aminoesteroidales.

2) Optimizar las metodologias propuestas en la obtencion de los compuestos 3,6-

dicetdnicos esteroidales.

4) Evaluar in silico e in vitro la posible actividad antiproliferativa de las nuevas estructuras

aminoesteroidales.

5) Elucidar las estructuras de los nuevos derivados obtenidos mediante el empleo de los

diferentes métodos espectroscopicos y espectrométricos (RMN, IR, EMAR, RX).
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4 DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 EQUIPOS Y TECNICAS UTILIZADAS.

Puntos de Fusion

Los puntos de fusién 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 de
500 MHz para los espectros de 'H y de "*C. Como disolvente se utilizd cloroformo deuterado
(CDCl3) y Metanol deuterado (CD3OD) conteniendo tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm (8). Las constantes de
acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales en los
diferentes espectros de 'H se abrevia como s: sefial simple, sa: simple ancha, d: sefal

doble, t: senal triple, dc: doble de cuadruples y m: sefial multiple.
Espectroscopia de Infrarrojo

Se utilizé un espectrofotémetro de Infrarrojo Agilent Cary 630 FTIR. Para el registro del
espectro se emplearon las interfaces ATR con punta de diamante y DIAL PATH. La

ubicacién de cada banda de transmitancia se expresa en numeros de onda v (cm™).
Polarimetria

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 241 empleando
soluciones cloroférmicas en una microcelda de 10 cm de longitud y utilizando la linea de
emision D del Na (= 589 nm) a temperatura ambiente. Las desviaciones levo- y dextrogiras

se acompanfan con el valor de la concentracién empleada.

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 petréleo. Para
su revelado se empled luz ultravioleta de onda corta (254 nm, lampara de UV-GL-58) y por

calcinacion de las placas, previo tratamiento con acido sulfurico al 50%.
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Para la cromatografia en columna, se empleé 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 petrdleo en diversas proporciones.
4.2 Disolventes y Materias Primas.

A la diosgenina (2) comercial utilizada se le realizaron pruebas como: punto de fusion,
cromatografia de placa fina, resonancia magnética nuclear sin mostrar ninguna impureza,
por lo cual no fue necesaria su purificacion. Los reactivos utilizados fueron de calidad grado
analitico y se utilizaron directamente de su empaque. Todos los disolventes se purificaron

y secaron de acuerdo con las técnicas descritas en la literatura.>®
4.3 Programas predictores, analisis in silico.

A partir de las estructuras quimicas de los aminoesteroides de interés, se crearon los
codigos SMILES. Una vez obtenidos los cddigos SMILES se procedié a probar cada uno
de ellos en tres diferentes plataformas: Molinspiration, Swiss TargetPrediction y Passonline.
Se realizd una depuraciéon de la informaciéon obtenida, considerando interacciones de
interés de aquellas moléculas que se encuentran relacionadas con nuestros compuestos y

la con actividad antiproliferativa ya conocida.>*
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4.4 Caracterizacion de Diosgenina.

HO
Figura 16. Estructura de diosgenina (2).

La diosgenina (2), se caracterizé por métodos fisicos y espectroscopicos, los datos fueron

comparados con los de la literatura. Polvo amorfo, p.f. = 199-202 °C.*®
'H RMN

8:5.34 (1H, d, J=5.2 Hz, H-6), 4.41 (1H, ddd, Ji6.15a =J16-150 =J16-17= 7.6 Hz, H-16), 3.51 (1H,
ma, H-3), 3.46 (1H, ddd, Jgem=10.8, Jose-25a= 4.4 Jase-246= 2.4 Hz, H-26€), 3.37 (1H, dd, Jgem=
Josa25a=10.8Hz, H-26a), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21.20= 7.2 Hz, CHs-21), 0.79 (3H,
d, Jo7.25=6.4 Hz, CHs-27), 0.79 (3H, s, CHa- 18).

*C RMN

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6
(C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-
15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-
22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).
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4.5 Modificacion de los anillos Ay B.

4.5.1 Obtencién del acetato de diosgenina.

_Ac0
Piridina

HO AcO

Esquema 11. Acetato de diosgenina (39).

A una solucion de 2.0 g (4.82 mmol) de diosgenina (2) en 10 mL de anhidrido acético (106
mmol) y 1 mL de piridina se colocé a reflujo por 1 h. Transcurrido este tiempo, se le adicion6
agua fria (50 mL) para formar un precipitado blanco, el cual fue lavado con una solucién
saturada de NaHCO3 (2x25 mL) y posteriormente, con agua destilada (2x25 mL). Se obtuvo

1.87 g (85%) de un sélido blanco correspondiente a 39 (Esquema 11).

Formula condensada: CxoH4404, P.M= 456.66, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento
85%. [a]o=-122° (CHClIs, ¢ 1.0)

IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm’™.
'H RMN

8(500Hz): 5.37 (1H, d, J= 5.2 Hz, H-6), 4.59 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 3.47 (1H,
ddd, Jgem=10.8, Jose-25a= 4.4 Joge24e= 2.4 Hz, H-26€), 3.37 (1H, dd, Jgem= J26a-252a=10.8Hz, H-
26a), 2.03 (3H, s, CH3COO-3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J2120= 7.2 Hz, CH3-21),
0.79 (3H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CHs- 18).

*C RMN

§: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6
(C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-
15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-
22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 170.4(CHsCOO-3),
21.4(CHsC0O0-3).
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4.5.2 Obtencion del epoxido B3, B del acetato de diosgenina.

o

o]
KMnO4 Fez(SO4)3

t-BuOH, H,0, CH,ClI,
AcO 39 AcO

(o)

Esquema 12. Obtencién del epdxido B, B del acetato de diosgenina (40).

A una solucion de 500 mg (1.1 mmol) de 39 en 20 mL de CHCl> fue afadida una solucion
de 2.0 g (12.65 mmol) de KMnOs, 1.0 g (2.5 mmol) de Fe2(S0s)3, 0.2 mL de H.O y 5 mL de
CH2Cly, la solucién se coloco en agitacion magnética a temperatura ambiente y se afadio
0.5 mL de t-BuOH, después de 30 min, la mezcla de reaccion se filtré por una capa de gel
de silice para retirar el oxidante, se afiadié 30 mL de CHCl; para terminar de eluir, el crudo
filtrado fue lavado con agua (2x25 mL), secado con Na>SO. y evaporado para obtener 482

mg (85%) de un polvo blanco correspondiente al compuesto 40 (Esquema 12).

Formula condensada: Cs3Hss0s, P.M= 605.0, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento
85%.

IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm™.
EMAR: Observado: 473.3257. Calc.: 473.3267
H NMR

0 (500 MHz): 4.76 (1H, m, H-3), 4.32 (1H, m, H-16), 4.02 (1H, dd, J26e-26a=10.9 Hz, Joge-25 =
5.6 Hz, H-26. ), 3.88 (1H, dd, J2sa-26e = 10.9 Hz, J26a-25 = 6.5 Hz, H-26,), 3.02 (1H, m, H-6),
2.04 (3H, s, CH3CO0,-3), 1.08 (3H, d, J21-20 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, J27-25 = 6.8 Hz,
CHs-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

3C NMR

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 61.5 (C-5), 60.0 (C-6), 32.0 (C-
7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14),
31.8 (C-15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21),
109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27),
170.4(CH3COO0-3), 21.4(CHsCOO-3).
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4.5.3 Apertura del epoxido 3,8 del acetato de diosgenina (40).

o

OH
Esquema 13. Apertura del epoxido B, B del acetato de diosgenina (40).

Una solucién de 1.0 g (2.11 mmol) de 40 en 30 mL de CH.Cl, se adicion6 20 mL de una
solucién alcohdlica al 5 % de HsPO4 y 4 ml de H2O destilada y se colocé en agitacién
magnética a temperatura ambiente por 12 h, posteriormente, se evapord la mezcla de
CH2Cl, y alcohol a presion reducida, el solido obtenido se lavo con una solucién saturada
de NaHCOs3 (2x25 mL) y H»O destilada (2x25 mL), se obtuvo 789 mg (83%) de un polvo

blanco correspondiente al compuesto 41 (Esquema 13).

Formula condensada: Cz7H440s5, P.M= 448.64, punto de fusién: 194-196 °C, rendimiento 83
%.

IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm™.
EMAR: Calc. 449.3267; Observ. 449.3269.
H NMR

0 (500 MHz): 4.64 (1H, m, OH-5), 4.40 (1H, m, H-16), 4.99 (1H, m, H-16), 4.02 (1H, dd, J2se-
26a=10.9 Hz, Js6e25 = 5.6 Hz, H-26, ), 3.88 (1H, ddd, Ji6.15a = 8.5 Hz, Ji6.15¢ = 7.5 Hz, J16.17
=6.0 Hz, H-26.), 1.08 (3H, d, J2120 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, J27.25 = 6.8 Hz, CH3-27),
0.88 (3H, s, CH3-18), 1.19 (3H, s, CH3-19).

3C NMR

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 68.1 (C-5), 76.1 (C-6), 32.0 (C-
7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14),
31.8 (C-15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21),
109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27),
170.4(CH3CO0-3), 21.4(CHsCOO-3).
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4.5.4 Oxidacion del Triol de Diosgenina (41).

Esquema 14. Oxidacion del Triol de Diosgenina (41).

Se disolvié 1.00 g (2.23 mmol) de 41 en 20 ml de CH2Cl; y 60 mL de acetona, la reaccion
se enfrié a 0°C en agitacion, posteriormente, se agregé 3.0 mL de reactivo de Jones gota a
gota en un lapso de 10 min. Cuidando que no rebase los 10 °C, una vez agregado el reactivo
la reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente por 30 min; la
mezcla de reaccion se virtio a un embudo de separacion y se extrajo con acetato de etilo,
se realizaron de dos a tres lavados con agua destilada, se secd con Na;SO4. Se obtuvo una
mezcla de productos menos polares, posteriormente se purific6 en columna de
cromatografia con gel de silice utilizando sistema 9:1 (hexano/AcOEt) obteniendo 396 mg
(40%) de 42 y 330 mg (35 %) de 43.

Formula condensada: Cz7H40Os, P.M= 44460, p.f. 193-194°C (AcOEt/ acetona),
Rendimiento del 80%.

IR v(cm™) 1685. (C=0)
EMAR: Calc. 445. 2954; Observ. 445.2936.
'H RMN

5 'H: 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, m, H-26€), 3.36 (1H, dd, Js.26 = Jasa250= 10.4 Hz, H-26a),
3.02 (1H, m, OH-5), 2.89 (1H, d, Jsase=15.8 Hz), 2.30 (1H, dd, Jsase=15.8 Hz, Jaa26=2.0 Hz),
2.78 (2H, dd, Jrae = Jras= 12.4 Hz, H-7a), 2.35 (2H, m, H-7e), 1.19 (3H, s, CHx-19), 0.99
(3H, d, Ja1.20= 6.8 Hz, CHs-21), 0.84 (3H, s, CHa- 18), 0.80 (3H, d, Ja7.25= 6.0 Hz, CH3-27).

*C RMN

§ 1°C: 36.6 (C-1), 33.9 (C-2), 211.3 (C-3), 38.5 (C-4), 83.1 (C-5), 210.8 (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
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(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).

4.5.5 Oxidacion selectiva de diosgenina.

(o]
R. Jones

CH,CI,
HO 2 3%°C o

(o]

Esquema 15. Oxidacion selectiva de Diosgenina (2).

Se disolvié 2.0 g (4.8 mmol) de diosgenina (2) en 40 ml de CH2Cl y 132 mL de acetona, la
reaccion se enfrio a -10 °C en agitacion, posteriormente, se agreg6 el reactivo el Jones gota
a gota en un lapso de 10 min. Cuidando que no rebase los 10 °C, una vez agregado el
reactivo la reacciéon se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente; la reaccion fue
monitoreada con CCF, hasta que se observé un cambio de coloracion (naranja a verde) se
agrego isopropanol para extinguir todo el reactivo de Jones, la mezcla de reaccion se virtio
a un embudo de separacién y se extrajo con acetato de etilo, se realizaron de dos a tres
lavados con agua destilada, se secd con NaxSOs4. Se obtuvo un producto menos polar que
la materia prima, posteriormente, se purifico en columna de cromatografia con gel de silice
utilizando sistema 9:1 (hexano y AcOEt) obteniendo 1.63 g (80%) de 43.

Formula condensada: Cz7H3s04, P.M=426.6, p.f. 193-194°C (AcOEY/ acetona), rendimiento
80%.

IR v(cm™) 2949 (C-H),1685. (C=0)
EMAR: C,7H3504, Calculado: 426.6988, Observado: 426.6982.

'H RMN

8 'H: 6.18 (1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, m, H-26e), 3.36 (1H, dd, Joe.26 = Jasa-
252= 10.4 Hz, H-26a), 2.71 (2H, d, J77= 12.0 Hz, H-7), 1.19 (3H, s, CHz-19), 0.99 (3H, d, Ja1.
20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.84 (3H, s, CHs- 18), 0.80 (3H, d, Jz7.25= 6.0 Hz, CH3-27).

*C RMN
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5 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).

4.5.6 Formacion de (25R, 3Z, 62)-dihidroximinoespirost-4-eno (44).

o

NH,OH HCI
EtOH, KOAc

=
HO—y

Esquema 16. Formacion de (25R, 3Z, 6Z)-dihidroximinoespirost-4-eno (44).

Se colocaron 0.85 g (2 mmol) de 3,6 diona de la diosgenina (114), se disolvié con 30 ml de
EtOH y 0.8 g de KOAc, posteriormente, de agregd 0.56g (8mmol) de NH,OH.HCI, se
mantuvo a reflujo por 1h. La reaccién se dio por terminada cuando se observé una mancha
mas polar que la materia prima por CCF. Una vez transcurrido ese tiempo se separ¢ la fase
organica, se realiz6 de 2 a 3 lavados con agua destilada y se secd con Na;SOs, se
concentré y se purificd en columna de cromatografia con gel de silice utilizando sistema 6:4

(hexano y acetato de etilo).
Caracterizacion de (25R, 3Z, 6Z)-dihidroximinoespirost-4-eno (44).

Formula condensada: Cz7HioN204, P.M= 456.62, p.f. 150-152°C (sistema 3:2 hexano

/AcOEt) cristales blancos. Rendimiento 77 %.

EMAR-EI: [M + H]+ calculado para C27H4oN204,: 456.2988; observado: 456.2982.
IR v(cm™) 3313 (O-H), 1681 (C=C)
'H RMN

5 '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-26e), 3.37
(1H, dd, J= 11.2, J= 11.2 Hz, H-26a), 3.07 (2H, dd, Jo.2= 18, J2.1= 3.6 Hz 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, CHs- 18), 0.79

(3H, d, J27.25= 6 Hz, CH3-27)
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*C RMN

§ 1°C: 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).

4.5.7 Formacion de la cadena 22-oxocolestanica de 43.

(o]

Ac,0
Et,0°BF;

CH,Cl,
0°c
o

Esquema 17. Formacion de la cadena 22-oxocolestanica de 43.

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se disolvidé 1 g de la 4-en-3,6-diona 43 en 0.5
mL de CH2Cl, y 5 mL de anhidrido acético. La solucién se enfrié a 0 °C y se agregaron gota
a gota 1 mL de BF3OEt,. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion durante 15 min 'y
transcurrido este tiempo se vertié sobre hielo y se extrajo con CH.Cl, (100 mL). La fase
organica se lavo con solucion saturada de NaHCO3 (6 x 50 mL) y con agua (2 x 50 mL), se
sec6 sobre Na;SO4 anhidro. La fase organica se concentré a presion reducida y se purifico

por cromatografia en columna.

Los compuestos 45, 46 y 47 se eluyeron con un sistema hexano/AcOEt 7:3 obteniéndose

cada uno en 45, 15y 30% respectivamente, 45 y 47 como solidos blancos, y 46 como laca.

Caracterizacion del derivado 22-0x0-260H-3,6-diona (45).

Sdlido blanco, punto de fusién: 172-174 °C (Hexano/AcOEt)

IR (cm™): 3010 (OH); 2939 (CH, alifatico); 1720 (tensiéon C=0); 1000 (tensién C-O).
EMAR (m/z): Calculado para C29H4206 :487.3060; observado 487.3065.

'H RMN
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§ 'H: 6.18 (1H, s, H-4), 5.01 (1H, m, H-16), 3.45 (2H, d, Jos26 = 5 Hz, H-26), 2.94 (1H, dc,
Joo-21= 15 Hz, Joo.17= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CH3COO-16), 0.89 (3H, d, Jor.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 RMN

§ 3C: 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).

Caracterizacion del derivado Epoxi-3,6-diona (46).

Laca amarillo palido.

IR (cm™): 2936 (CH, alifatico); 1728, 1680 (C=0, cetonas); 1708(C=0, acetilo).
EMAR (m/z): Calculado para C3z1H4206 511.3060 observado 511.3051.

'H RMN

0 (500 MHz): 6.22 (1H, s, H-4), 5.14 (1H, ddd, J16-17 = J16-15¢ = 7.5 Y J16-15a = 4.5 Hz, H-16),
4.07 (1H, m, H-20), 4.21 (1H, dd, J26e-25 = 3.5 Y J26e-26a=10.5 Hz, H-26¢), 3.41 (1H, dd, J26a-25
= Josa-26e = 10.5 Hz, H-26,), 2.20 (3H, s, CH3-23?%), 2.02 (3H, s, CH3CO-3), 1.84 (3H, s,
CH3CO0.-16), 1.18 (3H, d, J21.20 = 6.0 Hz, CH3-21), 1.03 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J27.25 =
6.0 Hz, CHs-27), 0.92 (3H, s, CH3-18).

3C NMR

5 (125 MHz): 202.5(C-3), 198.4(C-6), 197.9 (C-23"), 171.1 (C-22), 170.4 (CHsCO0-3), 170.3
(CHsCOO0-16), 159.6 (C-5), 122.1 (C-4), 106.8 (C-23), 74.9 (C-16), 71.4 (C-26), 55.8 (C-17),
54.2 (C-14), 49.9 (C-9), 42.1 (C-13), 39.6 (C-12), 37.9 (C-4), 36.8 (C-1), 36.4 (C-10), 34.8
(C-15), 32.7 (C-20), 31.5 (C-24), 31.5 (C-7), 31.3 (C-8), 29.6 (C-23?), 27.6 (C-2), 26.4 (C-
25), 21.0 (CHsCO0-26), 20.7 (C-11), 19.3 (C-21), 19.1 (C-19), 16.7 (C-27), 12.8 (C-18).

Caracterizacion del derivado 22-hidroxi-260Ac-3,6-diona (47).

Sdlido blanco, punto de fusién: 178-181 °C (Hexano/AcOEt)
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IR (cm™): 3497 (OH); 2936 (CH, alifatico); 1728, 1680 (C=0, cetonas); 1708(C=0, acetato).
EMAR (m/z): Calculado para C29H4206 487.3060; observado 487.3065.
'H RMN

8 "H: 6.19 (1H, s, H-4), 4.62 (1H, m, H-16), 3.25 (1H, m, H-26), 2.94 (1H, dc, Jao.21= 15 Hz,
Joo.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).

*C RMN

§ 3C: 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).

4.5.8 Proteccion del derivado 26-hidroxi-22-oxo-3,6-diona. Obtencion de
6,16,26-triacetoxi-22-oxo0-4-en-3-ona (48).

OAc

Ac,0, Piridina

Reflujo

(o} OAc
Esquema 18. Obtencion de 6,16,26-triacetoxi-22-oxo-4-en-3-ona (48).

A una solucion de 400 mg (4.82 mmol) de 26-hidroxi-22-oxo0-3,6-diona (45) en 3 mL de
anhidrido acético (106 mmol) y 0.5 mL (4.0 mmol) de piridina se colocé a reflujo por 1 h.
Transcurrido este tiempo, se adicion6 agua fria (50 mL) para formar un precipitado blanco,
el cual fue lavado con una solucién saturada de NaHCO3 (2x25 mL) y posteriormente con
agua destilada (2x25 mL). Se obtuvo 1.87 g (85%) de un sdlido blanco correspondiente a
48.

Férmula condensada: Cs3Has0s, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento 85%. [a]p=-122°
(CHCI3, c=1.0)
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IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm’™.

EMAR: (m/z): Calculado para Cs3H4sOs : 571.3271 observado 571.3260.
'H RMN

8: 5.80 (1H, s, H-4), 5.74 (1H, d, J=2.24 Hz, H -7), 5.01 (1H, m, H-16), 3.91 (2H, m, H-26),
2.20 (3H, s, CHsCO0-6), 2.03 (3H, s, CHsCO0-26), 1.98 (3H, s, CHsCOO-16), 1.02 (3H, s,
CH3-19), 0.97 (3H, d, Jo1-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H,
s, CHa- 18).

*C RMN

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 199.0 (C-3), 129.0 (C-4), 143.7 (C-5), 157.6 (C-6), 128.5 (C-7),
31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8
(C-15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 212.3
(C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 169.5(CHsCOO-16),
171.1(CH3CO0-6),171.2(CHsCO0-26).

4.5.9 Reaccion de condensacion para la obtencion de la oxima y dioxima de
la 6,16,26-triacetoxi-22-oxo0-4-en-3-ona (48).

o]

(o]

OAc OAc

NH,OH HCI

EtOH, Piridina

oAc 8

Esquema 19. Obtencion de la oxima y dioxima de la 6,16,26-triacetoxi-22-oxo-4-en-3-ona
(48).

Se colocaron 0.85 g (2 mmol) de 6,16,26-triacetoxi-4-en-3,22-diona (48), se disolvid con 30
mL de EtOH y 0.5 mL de piridina, posteriormente se agregé 0.56g (8mmol) de NH2OH.HCI,
se mantuvo a reflujo por 1h. La reaccién se dio por terminada cuando se observo una
mancha mas polar que la materia prima por CCF. Una vez transcurrido ese tiempo se
separé la fase organica, se realizé de 2 a 3 lavados con agua destilada y se seco6 con
Na>SOs4, se concentrd y se purificd en columna de cromatografia con gel de silice utilizando

sistema 3:2 (hexano y acetato de etilo).
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Caracterizacion de la dioxima de 16,26-diacetoxi-4-en-3,6,22-triona (49).
Férmula condensada: C31H4sN207, punto de fusién: 196-198 °C, rendimiento 50 %.
IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm™.

EMAR: (m/z): Calculado para C31H4sN207 : 634.3471 observado: 559.3383 [M+1].
'H RMN

5: 5.80 (1H, s, H-4), 5.74 (1H, d, J=2.24 Hz, H -7), 5.01 (1H, m, H-6), 3.91 (2H, m, H-26),
2.23 (3H, s, CHsCO0-6) 2.03 (3H, s, CHsCO0-26), 1.98 (3H, s, CHsCOO-16), 1.02 (3H, s,
CH3-19), 0.97 (3H, d, Jo1-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H,
s, CHa- 18).

3C RMN

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 156.0 (C-3), 129.0 (C-4), 144.0 (C-5), 156.3 (C-6), 43.4 (C-7), 32.1
(C-8), 51.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 54.8 (C-14), 31.8 (C-
15), 75.5 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 212.3 (C-
22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 171.4 (CHsCOO-
16),170.4 (CHsCOO-26).

Caracterizacion de la oxima de 6,16,26-triacetoxi-4-en-3,22-diona (50).
Férmula condensada: Cs3Ha7NOs, punto de fusion: 187-189 °C, rendimiento 30 %.
IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm™.

EMAR: (m/z): Calculado para C33H47NOs : 586.3380 observado 586.3384.
'H RMN

5:6.01 (1H, s, H-4), 5.52 (1H, d, J=2.24 Hz, H -7), 5.01 (1H, m, H-16), 3.91 (2H, m, H-26),
2.20 (3H, s, CHsCO0-6), 2.03 (3H, s, CHsCO0-26), 1.98 (3H, s, CHsCOO-16), 1.19 (3H, s,
CH3-19), 1.23 (3H, d, Ja120= 7.2 Hz, CH3-21), 0.98 (3H, s, CHs- 18).0.97 (3H, d, J27.25=6.4
Hz, CHs-27).

*C RMN
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8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 156.0 (C-3), 122.0 (C-4), 144.4 (C-5), 144.3 (C-6), 115.4 (C-7),
50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-15), 75.3
(C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 212.3 (C-22), 31.3
(C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 68.9 (C-26), 17.1 (C-27), 169.0 (CHsCOO-16), 169.6
(CHsC00-6),171.3 (CHsCOO-26).

5 Discusion de Resultados

Después de analizar la influencia de cada una de las funciones quimicas presentes en
los reportes de la literatura, realizar diversas busquedas y actualizacién bibliograficas, asi
como la revision de los datos fisicoquimicos de programas predictores quimioinformaticos,
se planted una ruta de sintesis de nuevos derivados que contienen modificaciones en los
anillos A y B, asi como a nivel de la cadena lateral. Este apartado del trabajo de tesis
comprende la discusion de las metodologias de sintesis de estructuras polihidroxiladas,
cetonicas y aminoesteroidales, a partir de diosgenina (2), los posibles mecanismos de
reaccion, la elucidacion espectroscopica y finalmente el analisis de la actividad bioldgica in

vitro y resultados quimioinformaticos.

5.1 Acetilacidon de Diosgenina.

_Ac0
Piridina

HO AcO

Esquema 20. Acetilacion de diosgenina.

La acetilacion del hidroxilo en la posicion 3 se llevo a cabo mediante calentamiento

del esteroide en anhidrido acético con piridina como base, una vez obtenido el producto se
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obtuvo su punto de fusién 194-196 °C, un ap= -122° (c=1.0, CHCIz) coincidiendo con lo
reportado en la literatura.®® En el IR se observa una banda en 1730 del éster, diferente a la

diosgenina, lo que da prueba de la acetilacion.

En el espectro de RMN de '"H a 500 MHz (Figura 17.) se observa una gran similitud con la
materia prima, por ejemplo, las sefales correspondientes a H-6 y H-16 no presentan
cambios significativos, pero por el contrario en 4.59 ppm se observo una sefial multiple que
se asigna a H-3, que a diferencia de la diosgenina se desplazo a frecuencias altas debido
al efecto de desproteccion que el grupo acetato ejerce sobre este proton. Por su parte los
protones diasterotopicos H-26 conservan el mismo efecto que en la materia prima 'y en 2.31
ppm se observa la sefial correspondiente a los protones en 4, y una nueva sefal simple en
2.03 ppm caracteristica a los protones del metilo del acetato agregado, a partir de este

punto el espectro es muy similar a la materia prima.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz del acetato de diosgenina (39).
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Por otro lado en el espectro de RMN de C (Figura 18) se observan 29 sefales, dos mas
que en la materia prima, en 170.2 ppm destaca una sefial caracteristica del carbonilo del
grupo ester, asi mismo se observa en 139.5 y 122.2 ppm que se conserva el doble enlace

de la posicion 5.

T e P

Figura 18. Espectro de RMN de '*C a 125 MHz del acetato de diosgenina (39).

5.2Epoxidacion esteroselectiva del acetato de diosgenina (39).

(0]

KMn 04 Fez(504)3

t-BUOH, H,0, CH,Cl,
AcO 39 AcO

(o)

Esquema 21. Epoxidacion catalitica de acetato de diosgenina (39).
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Una vez protegido el hidroxilo de la posicion de 3, se procedidé a una epoxidacion

esteroselectiva del doble enlace utilizando una oxidacion lenta en soporte de un metal, en

este caso es utilizado ion Fe* como acido de Lewis que se acompleja en la cara mas

disponible del doble enlace, en este caso la cara q, saturando esta cara, lo que obliga a que

la epoxidacién unicamente ocurra en la cara B, al momento de analizar el producto se

observa un punto de fusién de 194-196 °C, un [a]o= , y un pico ion molecular de 473.3257.

En el IR se observan las bandas en 1720 del C=0 del acetato en C-3 y en 1448 de los

estiramientos C-O.
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Figura 20. Espectro de RMN 'H a 500 MHz del epoxido 40.

En el espectro de RMN de '"H a 500 MHz del producto 40 (Figura 20) se observa en 4.76
ppm una sefal multiple que corresponde a H-3 del cual se observa solo un ligero cambio al
igual que en H-16 se mantiene en 4.32 ppm sin modificacién aparente, de la misma manera
los protones diasterotopicos en C-26 mantienen sus desplazamientos, pero aparece una
nueva sefal en 3.02 ppm correspondiente al H-6 que antes era vinilico y ahora es base de

oxigeno lo cual es indicativo de la formacion del epoxido.

Por otra parte, en el espectro de RMN de *C (Figura 21) se puede observar en 170.4 ppm
una sefal que indica que el acetato se conservo después de la oxidacién, pero las sefales
correspondieres al doble enlace no se observan en el espectro, aparecen dos nuevas
sefales en 63.4 ppm y 62.4 ppm correspondientes a los carbonos 5 y 6 respectivamente
indicativos de la formacién del epdxido en esta posicion, asi mismo, en 109.2 ppm se

observa que se ha conservado el espiroacetal lo cual confirma la estructura del producto.
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Figura 21. Espectro de RMN de '*C a 125 MHz del epdxido 40.

5.3 Apertura en medio acido del B-epéxido 40 para obtener el triol trans-
diaxial (41).

OH

Esquema 22. Apertura del B-epoxido 40 en medio acido.

Para la obtencién del glicol en los carbonos 5 y 6 de manera esteroselectiva, se procedio a
una apertura en medio acido con agua como nucledfilo, como se ha reportado en la
literatura.®” Cuando se hace la apertura de este tipo de epdxidos esteroidales se genera

un hidroxilo en a en el C-5 y un hidroxilo en  en el C-6 de manera estereoselectiva, esto
38



se debe a que la apertura del epdxido se da por la cara o del esteroide, dado que el epdxido
se encuentra en la cara B, provocando impedimento estérico al igual que los metilos
angulares 18 y 19. La adicién del nucledfilo por abajo (cara o) asi como la protonacion del
oxigeno del epoxido, provoca que el OH en C-5 tenga orientacion «, y el OH que proviene
del epdxido quede unido al C-6 (ver mecanismo en el Esquema 23); simultaneamente se

observé la hidrolisis del acetato en la posicién 3.

OH

Esquema 23. Mecanismo de la apertura estereoselectiva del epoxido 40.

Al momento de realizar la reaccién se observd un cambio de polaridad drastico en el
producto, de manera que el producto precipité durante la reacciéon conforme se formaba, al
filtrar la reaccién se obtuvo un producto blanco, con un pico ion molecular 449.3269, el cual
presentd un punto de fusion alto, cercano a los 200 °C. El espetro de IR del derivado 41
muestra las bandas caracteristicas de los grupos OH presentes en los anillos Ay B (Figura
22).
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Figura 22. Espectro de IR del triol 41.

800

El espectro de RMN de '"H a 500 MHz de 41 fue obtenido en metanol deuterado (CD3OD)

debido a la poca solubilidad del compuesto; se observa una sefial ancha en 4.64 ppm que

corresponde al hidroxilo en la posicion 5 el cual su protén no se intercambié con deuterio

del solvente debido al impedimento estérico generado por la posicion donde se encuentra

este grupo funcional, inmediatamente después de observa loa sefial correspondiente a H-

16 la cual no sufre cambios considerables se mantiene como un ddd con Js6,15:=8.5 Hz,

J16.156=7.5 Hz, J16,17=6.0 Hz, en 4.02 ppm se observa la sefal correspondiente a H-3 el cual

se desplazé a frecuencias bajas debido a la hidrdlisis del acetato.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz del triol 41 en CD3OD.
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Por otra parte, las sefiales correspondientes a los protones 6 y 26 se encuentran alrededor
de 3.4 ppm pero se observa un traslapamiento en estas sefiales entre si, y con la sefial
correspondiente al disolvente; un efecto interesante se observé en la sefal del metilo 19,
que normalmente se observa en 1.0 ppm pero ahora se desplazé a 1.19 ppm debido al
efecto generado por los hidroxilos en C-5 y C-6, en especifico en C-6, ya que en el epdxido
igualmente se observaba dicho efecto ya que se encontraba en la misma cara que el metilo-
19. Por su parte en el espectro de '*C se observa que la sefial en 109.2 ppm se mantiene,
indicando que el espirocetal se ha conservado; pero aparece una nueva sefal en 66.4 ppm
la cual corresponde al carbono 5 base del hidroxilo en esta posicion, los carbonos 16 y 26
conservan sus desplazamientos, pero aparece una sefal 75.3 ppm correspondiente al
carbono 6; para distinguir entre estos carbonos fue de gran ayuda el experimento HSQC

donde el C-6 fue facilmente asignado ya que en 5 no existe un protdn unido a carbono.
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Figura 24. Espectro de RMN de '*C a 125 MHz del triol 41 en CD3OD.
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5.40xidacion del triol 41 con reactivo de Jones.

Esquema 24. Oxidacion del triol 41.

Una vez obtenido el producto polihidroxilado se pretendia realizar la apertura de la
cadena lateral, sin embargo, debido a la poca solubilidad del compuesto fue dificil lograrlo
con las condiciones de reaccion de apertura de la cadena lateral, por lo que para mejorar
la solubilidad del compuesto se realizé la oxidacion con reactivo de Jones. Se observo la
formacion de dos productos: uno con la oxidacion de los dos hidroxilos (42), y otro con la

eliminacion del hidroxilo en C-5 formando un doble enlace (43).

Se realiz6 la separacién de ambos productos por cromatografia en columna tipo flash; la
caracterizacion de 42 mostré en el espectro de IR una banda caracteristica para OH
presente en el C-5 en 3349 cm™, asi mismo bandas en 1712 cm™ para el C=0 de las

cetonas en C-3 y C-6 del anillo A y B. El espectro de masas mostrd un pico ion molecular

445.2936.

Agilent Resolutions Pro

105
Diona 50H

100}
ot AL b

os \/ -\ A)J | f M 4'#‘" f ‘

=l bb A *gﬂ/ﬂ A 'J

i

673.489

|
|
I

65.200
ag®3

%Transmittance

2952.668

80—

900.846
105(1.812

{ 981.099

|
P LaN2(788 L | . L

STl Cr i | (Liars ' (B i B 1 T iy i : : | 5
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumber

[Name ]
Figura 26. Espectro de IR de la 5-hidroxi-3,6-diona 42.

44



En el espectro de RMN de 'H a 500 MHz se observa que la sefial correspondiente
a H-16 se mantiene sin modificaciones considerables, al igual que las sefiales de los
protones diasterotopicos de C-26; sin embargo, es notable la sefial de grupo hidroxilo que
se desplaza en este caso a 3.02 ppm debido al cambio magnético generado por la
oxidacién. En la regién de 2.2 ppm a 2.9 ppm se observa un incremento en el numero de
sefiales, esto debido a todos los protones a a carbonilos que se formaron en el producto y
cuyo ambiente quimico provoca su desplazamiento , primero en 2.89 ppm se observa una
sefal doble con J4s,4=15.8 Hz correspondiente al proton diasterotopico en la posicion 4a el
cual solo se acopla con su protén geminal, con este proton y el experimento COSY se logra
encontrar el protén 4e en 2.30 ppm el cual es un dd con Jse 42=15.8 Hz, J4a2:=2.0 Hz, el cual
presenta el segundo acoplamiento w debido a la disposicion espacial del producto. Por otro
lado en 2.78 ppm se encuentra una sefial triple con J=12.4 Hz, aunque es una sefial doble
de dobles, solo que debido a una equivalencia entre las constantes de acoplamiento se
observa como un triple, ya que 7a se acopla con su proton geminal y el proton en 8, con
esta sefal y utilizando el experimento COSY permitié encontrar a 7e en 2.30 ppm como
una sefial multiple; en 2.1 ppm se encuentran dos sefales multiples que corresponden a
los protones en H-2, en este caso después de la oxidacion se observa que se ha perdido el
efecto que se ha venido observando en el metilo 19 debido a que se a oxidado el hidroxilo
en C-6 lo que confirma que se debida a la influencia de este grupo es especifico (Figura
27).
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Figura 28. Espectro COSY de la 5-hidroxi-3,6-diona 42.

Por su parte en el espectro de RMN de ®C se observa la aparicion de dos sefiales una en
211.3 ppm y otra en 210.8 ppm correspondientes a los carbonos 3 y 6 respectivamente, los
cuales fueron identificados inequivocamente con el experimento de HMBC; en 109.3 ppm
se observa que se conserva el espirocetal y se observa la desaparicién de dos sefales en
la regién caracteristica de los C-base de oxigeno y una sefial en 82.6 ppm se hace mas
visible correspondiendo al carbono en 5, confirmando en el HSQC que no presenta union a
H, de igual manera con el experimento de HSQC se puede asignar los carbonos
correspondientes a los protones a a carbonilo obtenidos en este producto, es evidente y se
confirma el caracter diasterotopico de los protones en 2, 4 y 7 confirmando la estructura.
Persiste el hidroxilo en la posicidon 5 confirmando que no hubo eliminacién, ademas que se

consiguié mejorar la solubilidad de este producto con respecto a su materia prima.
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Por otro lado, observamos que para favorecer la obtenciéon del producto de eliminacion 43
era necesario calentar ligeramente (30 °C) para favorecer la eliminacion del OH en C-5. Por
otro lado, decidimos obtener la 3,6-diona 43 por oxidacién directa de diosgenina (2),
obteniendo un rendimiento superior al de la oxidacion del triol 41; a continuacion se presenta

el mecanismo para llegar a 43.

Mn M, N,

gﬁf‘*

Esquema 25. Mecanismo propuesto de oxidacion de la diosgenina (2) para conducir a la 3,6-
diona 43.

H0 I
o Cre_.
o HO™ oH
< nos
HoH 43 (0] H,0
Cho~ -
0" "o

[o]

Se obtuvieron cristales idoneos de la diona 43 que confirman la estructura con la presencia
del sistema dicetdnico conjugado en los anillos A/B, cuya estructura fue publicada en un
articulo de IUCrData (https://doi.org/10.1107/S2414314620012006). Este reporte es muy

importante, debido a que el reporte anterior de esta estructura es erréneo, y no habia

reportes mas recientes, debido a la dificultad que presenta la obtencion de cristales

adecuados de este compuesto.
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Figura 31. Estructura cristalina la 3,6-diona 43 obtenida por Difraccion de Rayos-X.

Se comprobd que la oxidacion de Jones no afecta los anillos E/F de diosgenina, y
confirmamos que el centro quiral C25 conservé su configuracion R original, mientras que la
estructura de Rajnikant y colaboradores tiene una configuracion 25S. Mientras
trabajabamos con esta molécula, obtuvimos cristales prismaticos bien formados y de alta
calidad, y recolectamos datos de difraccion con el propoésito de mejorar la estructura
reportada anteriormente.®® Sin embargo, pronto quedé claro que en su lugar se habia
cristalizado una nueva forma; aunque la simetria del cristal no cambid, se observaron
diferencias en los parametros de las celdas tan grandes como 2 A Después del refinamiento
de la estructura, se comparé un patron de difraccion de Rayos X de polvos simulado (ver
publicacion, figura 2) con el obtenido con el modelo de *Rajnikant et al. (2000). Los
patrones son claramente diferentes, como es de esperar para dos formas polimoérficas. El
polimorfismo parece ser consecuencia de una ligera modificacion de la conformacién de los

anillos Ay B (Figura 31).
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Figura 32. Comparacion de la estructura cristalina del nuevo polimorfo (izquierda, diona 43)

con la reportada anteriormente (derecha).

Continuando con la caracterizacion de este compuesto, al analizar el espectro de masas se
observa un pico ion molecular en 426.6982 uma, presenta un punto de fusién de 193-194
°C. Las sefiales observadas al analizar el espectro de RMN de 'H a 500 MHz de 43
confirman la presencia de los H segun su ambiente quimico, destacando una nueva sefal
en 6.18 ppm como una sefal simple que corresponde al nuevo H vinilico del C-4, en 4.43
se observa una sefial multiple que corresponde a H-16, en la cual no se observa un cambio
significativo con respecto a la materia prima lo que confirma que no se ha afectado el
espiroacetal; en 3.48 podemos observar una sefal dd con Jzge 26=10.9 Hz, J26e 25=4.6 Hz
que corresponde al H-23 ecuatorial, junto a esta sefial en 3.36 se observa una sefial dd con
Ja6e,26a= J266,25=10.9 Hz que corresponde al H-26a, donde tanto los valores de las constantes
de acoplamiento como el desplazamiento dejan de manifiesto que el espirocetal no ha
sufrido efecto alguno. En 2.71 ppm se observa una sefal doble con J757.=12 Hz
caracteristico de la sefial del protdbn 7a con un acoplamiento geminal, mismo que se
desplazé debido a la presencia del grupo carbonilo en C-6, mismo efecto que se observo
en el caso del compuesto 42; por otro lado en 1.19 ppm se observa la sefial correspondiente
al metilo 19 el cual se desplazé ligeramente a frecuencias altas debido a la influencia
generada por los grupos carbonilos ingresados al esteroides, mientras que los metilos 18,
21 y 27 se mantienen los desplazamientos como en la materia prima, confirmando la

selectividad de la reaccion en los anillos Ay B.
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz de la 4-en-3,6-diona 43.
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En el espectro de *C se puede observar a frecuencias altas las sefiales de los grupos

carbonilos de la posicién C-6 y C-3 en 201.8 ppm y 199.4 ppm respectivamente; en 160.6

ppm se presenta la sefial correspondiente al carbono vinilico en C-5y en 125.5 ppm la sefal

de C-4 confirmando la estructura propuesta para los anillos A y B de este producto de

eliminacion. Por otra parte, en 109.3 ppm podemos observar la sefial correspondiente al C-

22 caracteristico de la fusion de los anillos E-F en el espirocetal. Para la asignacion de C-

16 y C-26 fue de utilidad el experimento HSQC, observando una correlacion directa entre

el protén 16 y su carbono respectivo, en el caso de C-26 se observé como ambos protones

diasterotépicos H-26 correlacionan con este.
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Figura 34. Espectro de RMN de *C a 125 MHz de la 4-en-3,6 diona 43.
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5.5Formacion de oximas en posiciones C-3 y C-6.

NH,OH-HCI
KAcO, EtOH

HON
o NOH

NH;OH*HCI

KAcO, EtOH

NH,0H HCI

KAcO, EtOH
[0}

NOH o

HON

Esquema 26. Formacion de las oximas 44, 44a.

Como se mostro en los antecedentes, el hecho de introducir nitrégeno a estructuras
esteroidales ha mostrado generar y/o potenciar la actividad anti-proliferativa de estos
compuestos, por lo que generar oximas esteroidales cobré gran interés; las funciones
cetdnicas en los compuestos que se han obtenido en este trabajo de tesis en las posiciones
C-3 y C-6, permite explorar esta opcion, mediante una reaccion de condensacion con
hidroxilamina. En primera instancia se esperaba que la 3,6 diona-5-OH 42 generara un
compuesto 3,6-dihidroximino-5-OH 44a como se observa en el Esquema 26; sin embargo,
al momento de analizar el producto obtenido de esta reaccion se observa la formacion del
compuesto 4-en-3,6-dihidroximino 44 como producto mayoritario, el mismo que se obtuvo
de la reaccién de condensacién con la 4-en-3,6-diona 43. Este resultado se puede explicar
a traves del mecanismo de reaccién propuesto mostrado en la Esquema 27, en donde la
reaccion se inicia con la adicién nucleofilica de la hidroxilamina al grupo carbonilo en C-3
de la 3,6-diona 43. A continuacién, la protonacion del oxigeno, seguida de la desprotonacién
del grupo amino, conduce a un producto inestable denominado carbinolamina, que se
convierte finalmente en la oxima por protonacion seguida de pérdida de agua; el mismo

proceso ocurre en la posicion 6, generando la dioxima correspondiente.
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Esquema 27. Mecanismo de condensacion de la 4-en-3,6-diona 43 con hidroxilamina.

Al analizar el producto mayoritario obtenido se observo en el espectro de masas el pico ion
molecular en 456.2982 uma, el compuesto presenta un punto de fusiéon de 150-152 °C
menor al de la materia prima, y un [a]o= +37.8° C, en el espectro de IR se puede observar
una banda ancha en 3313 cm™ debida a los grupos hidroxilos de las oximas del compuesto,

como se puede observar en la Figura 36.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz de la dioxima 44.
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En el espectro de RMN de 'H del compuesto 44 se puede observar una gran similitud con
la materia prima dado que no se afectdé a ningun protdn de la estructura directamente; por
ejemplo, se observa en 6.55 ppm una sefial simple que corresponde al protdn vinilico en 4,
en 4.44 ppm se observa una sefial multiple que corresponde al H-16 al igual los protones
en 26 conservan sus desplazamientos como en la materia prima, lo cual podria generar
confusién en la formacion del compuesto, solo una senal en 3.1 ppm que corresponde al
proton en 7 el cual se ha desplazado a frecuencias altas debido a la cercania de los grupos

hidroxilos.

Sin embargo, al observar el espectro de "*C del compuesto dioxima si se nota un cambio
significativo, las sefales alrededor de 200 ppm han desaparecido y dos nuevas sefiales en
156.4 ppm y otra en 156.2 ppm han aparecido las cuales corresponden a sefiales de C=N
de la dioxima obtenida, cabe destacar que las otras sefiales observadas en el espectro no
han mostrado cambio significativo al no ser modificado su ambiente quimico, por ejemplo
en 109.3 ppm se observa la sefial correspondiente al C-22 del espiroacetal, lo que confirma

que siguen intactos los anillos E y F del esteroide.
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Figura 37. Espectro de RMN de '*C a 125 MHz de la dioxima 44.
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Figura 38. Espectro de RMN HSQC de la dioxima 44.

5.6 Apertura del espiroacetal de derivados 3,6-diceténicos.

Como se menciond en los antecedentes, esta demostrado en la literatura en trabajos
previos del grupo de investigacion, que cuando esta presente la cadena lateral 22-
oxocolestanica en diferentes derivados, éstos han mostrado importante actividad biologica
como promotores de crecimiento vegetal y han reportado una elevada actividad
antiproliferativa en lineas de cancer cervicouterino, por lo que con la finalidad de obtener
nuevas moléculas biolégicamente mas activas, se procedio a abrir la cadena lateral de los
compuestos obtenidos para conseguir este tipo de funcionalidad en la cadena lateral. Si
bien previamente en este trabajo de tesis se ha mostrado una ruta oxidativa con este fin,
nuestro grupo de investigacion en los ultimos afios ha explorado modificar la reaccion de
acetolisis empleando un co-disolvente con la finalidad de orientar la reaccion a la obtencion
de derivados 22-oxocolestanicos.'® Con este antecedente se realizé la reaccion para la
apertura del espiroacetal de la dioxima 44 obtenida, la cual al momento de realizar la
reaccién condujo a un compuesto acetilado en los hidroxilos de los grupos hidroximinicos
de la materia prima, como se observa en el Esquema 28, efecto que se explica debido a la
alta eletrofilicidad que le da al grupo acetato la presencia del acido de Lewis, por lo que

para dirigir la reaccion al producto deseado, se decidié buscar una ruta alternativa la
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obtencion de un compuesto de ese tipo. No se hicieron intentos por separar y caracterizar

44a vy 48a.

HON
NOH

Ac,0
BFy Et,0

CH,Cl,
0°Cc

NOAc

OAc

NH,OH HCI
OH N_ KOAc, EtOH

OAc

o]

Esquema 28. Reaccion de apertura de la dioxima 44.

Como se puede encontrar descrito en la literatura,’® el espirocetal se forma

biosintéticamente a partir de la cadena lateral del colesterol mediante una serie de

oxidaciones. Esta ultima estructura llamada protosapogenina, es transformada en un

hemicetal (producido por el ataque del hidroxilo 16§ al carbonilo en C-22), luego en un ion

oxonio y finalmente en un espirocetal. Analizando la influencia de la temperatura en la

reaccion de acetdlisis en diosgenina (2) se realizaron reacciones a temperatura ambiente y

bajas temperaturas, cuyos resultados se encuentran descritos en diversos reportes del

grupo de investigacion. Para lograr la formacion de la cadena 22-oxocolestanica reportada

por el grupo de investigacion en diversas ocasiones, se realizo la reaccion siguiendo la

metodologia descrita en la literatura, utilizando anhidrido acético y F3B-OEt, a 0 °C dando

como resultado la obtencion de los compuestos 45, 47 y 48.

Esquema 29. Productos esperados en la apertura regioselectiva de la 4-en-3,6-diona 43.
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Al analizar los resultados de esta reaccion de la formacion de la cadena 22-oxocolestanica
se observé que no se formo el derivado 22-oxocolestanico acetilado en la posicion 26 45,

solo se detectod la formacion de los nuevos derivados con un OH en C-26 45, un derivado

epoxicolestanico 46 y el 22-hidroxi-3,6-diona 47 como se muestra en el Esquema 30.

Esquema 30. Productos de la apertura de la 4-en-3,6-diona 114.

Los productos 45, 46 y 47 se obtuvieron con un 45 %, 15 % y 30 % de rendimiento
respectivamente. La formacion de estos productos de acetdlisis se puede explicar mediante
el mecanismo de reaccion, como se observa en el Esquema 31, donde bajo las condiciones
de reaccion utilizadas, se formo el ion oxonio (i) el cual es atacado en C-22 por una molécula
de agua al efectuar el tratamiento de la reaccién, conduciendo al producto con cadena 22-
oxocolestanica. La apertura del anillo F conduce al ion oxonio ii; y éste al compuesto 22-
hidroxi 47, que posee una estructura analoga a las pseudosapogeninas. Alternativamente,
la molécula de agua puede atacar la posicion 26 del intermediario i, con lo cual el atomo de

oxigeno cargado positivamente recupera su par electrénico y dirige a la formacion del

epoxicolestano 46.

ion oxonio j

OAc

i‘L 22-Hidroxi

ion oxonio ii

Esquema 31. Mecanismo de apertura de la cadena lateral de 4-en-3,6-diona 43.
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Al analizar estos resultados, podemos asumir que la dicetona en los anillos A-B del

esteroides juega un papel predominante en la direccién de la reaccion, conduciendo a la

formacion de los derivados descritos, a pesar de haber utilizado la metodologia descrita en

la literatura. Se deduce que el efecto estereoelectronico ocasionado por la funcionalizacion

de los anillos Ay B, marca la tendencia para conducir a los productos hidroxilados en C-26

y C-22, asi como la formacién de la cadena epoxicolestanica, lo que no sucede en los

reportes donde la materia prima no contiene grupos cetdnicos electroatrayentes.
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Figura 39. Espectro de IR del derivado 22-oxocolestanico 45.

Se puede observar que el compuesto con la cadena 22-oxocolestanica 45 con el OH en C-

26 fue el mayoritario en la reaccion, el cual en su espectro de masas presenta un pico ion

molecular de 487.3065, correspondiente al compuesto obtenido, un punto de fusién de 170
°C, en el IR se observan bandas en 3010 cm™ para el OH en C-26, y una banda muy intensa

para el C=0 del acetilo en C-16 en 1720 cm™.
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz del derivado 22-oxocolestanico 45.

En el espectro de RMN de 'H a 500 MHz podemos observar que en la region de 2.0 ppm
solo se observa una senal correspondiente al acetilo en la posicion 16, a parte de este
cambio notable el espectro guarda una gran similitud con el derivado anterior, de igual
manera los protones en 26 se muestra como una sola sefial en 3.44 ppm debido al libre

giro que ahora presenta la cadena lateral abierta.

De igual forma en el espectro de RMN de *C de RMN a 125 MHz se observa una gran
similitud con el producto anterior, con la diferencia que en la regién de los carbonilos de los
acetatos solo se observa una sefal en 170.0 ppm correspondiente al acetato en 16, y en
68.5 ppm se observa una sefal del carbono en 26 ligeramente a frecuencias mas altas,
debido al cambio de grupo, a parte de estos cambios el espectro no muestra cambios
aparentes con respecto al producto anterior, se observa en 212.6 ppm la sefal
correspondiente al carbonilo en la posicion 22, en 201.1 ppm y 199.5 ppm aparecen las
sefal correspondientes a los carbonos 3 y 6, ademas se observa que el doble enlace sigue
intacto después de la reaccién con las sefales en 160.9 ppm y 126.0 ppm correspondientes

a los carbonos 5 y 4 del doble enlace respectivamente.
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El producto de la apertura del anillo F, se vuelve de gran interés como se observo en el

mecanismo, ya que es un proceso puramente cinético si se compara con la apertura del

anillo E que continua con la apertura del anillo F, mismo que termodinamicamente es mas

favorecido debido a la tensiéon angular mayor en un anillo de 5 versus un anillo de 6.

Este producto 47 mostré en el espectro de IR bandas en 1728 y 1665 cm™ para los C=0 de

la cetona a,p-insaturada en C-3 y el acetilo en C-26. La banda en 3450 cm™ corresponde

al la tension OH

libre en C-22.
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Figura 42. Espectro de IR del derivado 22-OH-colestanico 47.
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En el espectro de RMN de 'H a 500 MHz se puede observar una sefial en 6.19 ppm
correspondiente al protdn vinilico en 4, y en 4.62 ppm una sefial multiple que corresponde
al proton en 16 caracteristico cuando se forma parte de un ciclo, por otro lado, los protones
disterotopicos en 26 se muestran como sefiales doble de dobles, la primera sale en 3.97
ppm que corresponde al Hase cON J26e-25=5.97 Hz y Jose-26a =10.8 Hz y la segunda en 3.88
ppm correspondiente al Hasa CON J262-25=5.97 HZ y Josa-26e =10.8 Hz como resultado de la

apertura del anillo F, se observa ademas la sefial del acetilo en 26 en 2.05 ppm.
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz del derivado 22-OH-colestanico 47.

Por otro lado en el espectro de "*C podemos observar poca diferencia con la materia prima
en 110.5 ppm se observa una sefal que podria pensarse que corresponde al espiroacetal,
pero también puede corresponder al hemiacetal que se formd, asi mismo indicativo de la
reaccion fue la aparicion en 171.6 ppm correspondiente al acetato en 26, asi mismo se
observa en 81.1 ppm una sefial que corresponde al carbono 16 a frecuencias altas
caracteristico de cuando se encuentra dentro de un ciclo, por otra parte se observa que en

201 ppm y 199 ppm se conservan los dos grupos carbonilos de los anillos A y B.
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Figura 45. Espectro de RMN HSQC del derivado 22-OH-colestanico 47.

Este compuesto en su espectro de IR muestra bandas en 1730 y 1685 cm-1 para las
tensiones de C=0 de las cetonas a,p-insaturada en A/B y cadena lateral colestanica, asi

como del acetilo en C-16.
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Figura 46. Espectro de IR del derivado epoxi-3,6-diona 46.
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El producto epoxicolesténico 46 tiene una estructura similar al compuesto 4a pero con la

dicetona en los anillos A y B con un sistema A* conjugado.
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz del derivado epoxi-3,6-diona 46.
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Por otro lado, en el espectro de RMN de 'H a 500 MHz se observa una similitud con el

compuesto 4a con las respectivas diferencia en los anillos A y B, podemos observar la sefal
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en 6.2 ppm correspondiente al proton vinilo en 4, en 5.2 ppm se observa la sefial multiple

del H-16, asi mismo como dos sefales multiples se observan los protones diasterotépicos

de 26 en 4.18 ppm y 4.0 ppm respectivamente (Figura 47). El espectro de RMN de *C

muestra la sefial del C-16 antes del disolvente, caracteristico de las estructuras

colestanicas, donde el anillo E esta abierto (Figura 48).
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Figura 48. Espectro de RMN de '*C a 500 MHz del derivado epoxi-3,6-diona 46.
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Figura 49. Espectro de RMN HSQC del derivado epoxi-3,6-diona 46.
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5.7 Proteccion del derivado 26-hidroxi-22-oxo-3,6-diona. Obtencion de 6,16,26-
triacetoxi-22-o0xo0-4-en-3-ona.

Como estrategia para lograr la formacion de la cadena 22-oxocolestanica con la
posicidén 26 acetilada, se realizé la reaccién de proteccion con anhidrido acético y piridina
a reflujo por 1 hora. Se logro la proteccion del OH en C-26, sin embargo, la cetona C-6 se
enolizé y acetild generando el producto 48.

OAc

Ac,0, Piridina

Reflujo
(o)

(o) OAc

Esquema 32. Proteccion del 22-oxocolestano 45.
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Figura 50. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz del derivado 22-ox0-6-AcO 48.
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El espectro de RMN de 'H del producto 48, muestra los desplazamientos quimicos
de los H de su estructura segun su ambiente quimico, destacando el H-4 como una sefial
simple en la region de los vinilicos, y muy cercano se encuentra el H-7 vinilico como una
sefal doble al estar acoplado a H-8 y se desplaza a campos bajos debido a estar adyacente
al acetilo en C-6. El H-16 y los protones diastereotépicos H-26 no cambiaron mucho sus

desplazamientos (Figura 50).

El espectro de RMN de "3C del producto 48, muestra los desplazamientos quimicos
de los 33 atomos de C de su estructura segun su ambiente quimico; destaca el C-22 en
212.3 ppm, le sigue el C-3 base de la cetona. Los carbonos de los C=0 de los acetatos en
6, 26 y 16 se localizan en 168 a 171 ppm. Los cuatro C vinilicos se encuentran en la region
de 144 a 115 ppm, y en 75.1 ppm se encuentra el C-16 caracteristico de la una cadena

colestanica, como se aprecia en la (Figura 51).

Con el experimento HSQC se apreciaron las correlaciones C-H, con lo que se aprecid
claramente que las sefales en 5.5y 5.6 ppm en la regién de los vinilicos, correlacionan con
diferentes carbonos, y que al ser sefales simples fueron asignadas a H-7 que pertenece a
un metino y, para el caso de H-4 la sefial correlacion6 con C-4. Ambas sefiales de H vinilicos

no estan acopladas, pero si estan conjugadas (Figura 52).
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Figura 52. Espectro de RMN HSQC del derivado 22-ox0-6-AcO 48.
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5.8 Reaccion de condensaciéon para la obtencion de la dioxima y oxima de la
6,16,26-triacetoxi-22-oxo0-4-en-3-ona (49 y 50).

0o

OAc
OAc

NH,OH HCI

EtOH, Piridina

H\/
48 O-n

OAc

_N
HO

Esquema 33. Obtencion de la 22-oxo dioxima 49 y oxima 50.

Se hizo reaccionar al derivado 6,16,26-triacetoxi-22-oxo-4-en-3-ona (48) con hidroxilamina,
para buscar la formacion de la dioxima en posicion 3 y 6. Dentro de los resultados de la
reaccion de condensacion del compuesto 48, se obtuvo un producto intermediario, la oxima
50, que conserva el acetilo en C-6, lo cual confirma que la reaccion inicio con la formacion
de la oxima en C-3, y posteriormente en C-6, ya que con las condiciones de reaccion el enol
se regresa a su forma cetonica y la reaccion de condensacion tiene lugar para conducir a
la dioxima 49 que es el producto mayoritario. La caracterizacion de ambos productos se

muestra a contuacion:

El espectro de RMN de 'H de la dioxima 49, muestra los desplazamientos quimicos
de los H de su estructura, destacando el H-4 como una sefial simple en la region de los
vinilicos. ElI H-16 y los protones diastereotopicos H-26 no cambiaron mucho sus
desplazamientos. La sefial del H-7 se desplaza a campos bajos debido a estar adyacente

al C=N de la posicion 6 (Figura 53).

70



(wdd) 14
00 S0 01 ST 0 4 0'€ S'€ ot Sy 0's S'S 09 0.
| | | | | L | | | | L | | |
NN s wow e o o o ~ I
LoN o N oo = o o o © © = o
28y 8 = 8 = 8% 3 & b S e
Al il o HoobeL (M I Ly i

JI I

/

—% Foot | S

Figura 53. RMN de 'H de la dioxima 22-oxo-3,6-diona 49.
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La Figura 54 corresponde al espectro de RMN de *C del producto dhidroximinico

122, en éste se muestran los desplazamientos quimicos de los 31 atomos de C segun su

ambiente quimico; destaca el C-22 en 212.3 ppm. Los carbonos de los C=0 de los acetatos

en 26y 16 se localizan en 168 a 171 ppm. EI C-5 y C-4 vinilicos se encuentran en la regién

de 144 a 115 ppm, y en 75.3 ppm se encuentra el C-16 caracteristico de un C unido a

oxigeno.

i

AMGL10A26M2

T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
2 (ppm)

Figura 55. Espectro HSQC de la dioxima 22-ox0-3,6-diona 49.

f1 (ppm)

Con el experimento HSQC se apreciaron las correlaciones C-H, con lo que se aprecid

claramente que la sefial en 6.1 ppm en la region de los vinilicos, al ser una sefial simple fue

asignada a H-4; la sefial en 5.0 ppm que pertenece a un metino del C-16; para el caso de

H-7 la sefal correlacioné con C-7 (Figura 55).
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En el espectro de IR de la oxima 123, se observan las bandas en 1734 cm™ y una en 1236

cm™ para el acetato en 16 y 26. En 1529 cm™ se observa la banda de tension del C-N

(Figura 56).
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Figura 56. Espectro de IR del derivado oxima 50.

El espectro de RMN de 'H del producto 50, muestra los desplazamientos quimicos
de los H de la estructura segun su ambiente quimico, destacando el H-4 como una sefial
simple en la region de los vinilicos, y muy cercano se encuentra el H-7 vinilico como una
sefal doble al estar acoplado a H-8 -como en la materia prima- y se desplaza a campos
bajos al estar adyacente al acetilo en C-6. El H-16 y los protones diastereotépicos H-26 no

modificaron mucho sus desplazamientos (Figura 57).

El espectro de RMN de "*C del producto 50, muestra los desplazamientos quimicos
de los 33 atomos de C de esta estructura segun su ambiente quimico; destaca el C-22 en
212.2 ppm, y el C-3 base de la cetona ahora es un C=N en 156 pmm. Los carbonos de los
C=0 de los acetatos en 6, 26 y 16 se localizan en 169 a 171 ppm. Los cuatro C vinilicos se
encuentran en la region de 144 a 115 ppm, y en 75.3 ppm se encuentra el C-16

caracteristico de la una cadena 22-oxocolestanica (Figura 58).
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Con el experimento HSQC se apreciaron las correlaciones C-H, con lo que se aprecid
claramente que las sefiales en 6.01 y 5.52 ppm en la regién de los vinilicos, correlacionan
con diferentes carbonos, la sefial doble fue asignada a H-7 que pertenece a un metino y se
acopla con H-8; y para el caso de H-4 la sefial simple correlacion6 con C-4. Ambas sefales
de H vinilicos no estan acopladas, pero si forman parte de un sistema conjugado (Figura
59). Por otra parte, en el experimento HMBC se observo claramente la correlacion entre los

protones H-4 y C-3, C-5 y C-6, asi como también la correlacion entre el proton C-8 y C-7.

Por lo que se puede concluir, es que la cetona en C-22 tampoco reacciond en esta ocasion,
a pesar de tener los equivalentes necesarios para la reaccién de condensacion con las tres
cetonas. La reaccion fue regioselectiva, dificultandose la condensacion en la posiciéon 22
posiblemente debido al libre giro de la cadena lateral y el impedimento estérico del metilo
21.
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5.9 Andlisis de la actividad biolégica in silico a través de métodos
quimioinformaticos.

La disponibilidad de los datos farmacodinamicos, farmacocinéticos y toxicoldgicos,
permiten mejorar sistematicamente las propiedades de las moléculas en etapas tempranas
del descubrimiento de moléculas bioactivas, para que estas tengan mas probabilidad de
éxito. Debido a lo anterior se han implementado el uso de los métodos computacionales in
silico, como parte de un enfoque multidisciplinario para acelerar el descubrimiento de
moléculas bioactivas y reducir los costos, la integracion de estas herramientas pretende
seleccionar candidatos para su evaluacién experimental. En esta parte de la tesis se realiza
un analisis de consenso farmacoldgico que combina los resultados in silico, calculados por
diferentes programas quimioinformaticos y comprende: predicciones del peffil
farmacodinamico, predicciones del perfil farmacocinético y predicciones del perfil

toxicologico.

5.9.1 Analisis in silico.

Se construyeron las estructuras de las 6 moléculas en el programa Chemsketch, sin
embargo, dicho servidor no fue util para obtener toda la informacién requerida por lo cual
las moléculas se construyeron nuevamente en el servidor Molinspiration y en este mismo
programa se obtuvo la especificacion de introduccion lineal molecular simplificada o
SMILES por sus siglas en inglés, la cual es una manera de representar la estructura quimica

usando cadenas de caracteres alfanuméricos de tipo ASCII.

OAc

HON

OAc

OAc
OAc

HON 51

NOH HON

NOH OAc

Esquema 34. Estructuras construidas en Chemsketch.
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Ademas, en este programa se obtuvieron también las caracteristicas de las moléculas para
que a partir de la regla de los 5 de Lipinski saber si son adecuadas para usarse como
farmacos y predecir su actividad bioldgica. La regla de los 5 Lipinski nos dice que para que
una molécula sea susceptible a ser usada como farmaco debe de poseer:

Un coeficiente de particion (logP) <5

Peso molecular (PM) < 500 g/mol

Numero de aceptores de enlaces de hidrogeno (nON) < 10

W=

Numero de donantes de enlaces de hidrogeno (hOHNH) < 5

Estos valores son muy importantes porque con ellos podemos establecer cuales son
las moléculas mas hidrofébicas y esto es relevante ya que esta propiedad afecta la
absorcion del farmaco, la biodisponibilidad, las interacciones hidrofébicas farmaco-receptor,
el metabolismo de las moléculas, asi como su toxicidad.*

Posteriormente, se introdujeron los SMILES de cada molécula en el programa Pass
Online el cual nos arrojo la prediccion de la posible actividad e inactividad biolégica con los
valores de probabilidad, donde Pa representa la probabilidad de que el compuesto presente
la actividad y Pi que no presente la actividad, es importante que el valor de Pi no sea mayor
o muy cercano al valor Pa ya que eso significaria que la probabilidad de que tenga la
actividad es menor o muy cercana a la probabilidad de que no la tenga. Asi como predecir

los posibles efectos adversos y toxicos de las moléculas estudiadas.

5.9.2 RESULTADOS

Molécula 43: Para esta molécula se obtuvo un coeficiente de particion de 4.64, un
peso molecular de 426.60 g/mol, un nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno de 4 y
numero de donantes de enlaces de hidrogeno de 0, el predictor de actividad nos arrojé que
la molécula tiene una Pa de 0.888 de ser antineoplasico mientras que el Pi para la misma
actividad es de 0.005. (Figura 60)
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Molinspirati . ine v2021.10 Fo- 1l o1 | e
Molinspiration property engine v. Pa || Pi] || Activity = [i] [Aaviy |

milogP 4.64 0,984|(0,002|[UGT 1A substrate 0,893 0.012 (Hematotoxic
ﬁms ;i =61 0.970(0,001||Glyceryl-ether monooxygenase inhibitor 0,877 0,015 Toxic
MW 426.60 0,962|(0,001|{UGT1A4 substrate 0,804 0,018 Reproductive dysfunction
“g:m ; 0.957][0,001|Cholesterol antagonist 0.758 [0.006 Cataract
n
nviolations 0 0,952/(0,001||Neurotrophic factor enhancer 0,676 0.025 Embryotoxic
nrotb ] 10.953(0,002||[UDP-glucuronosyltransferase substrate 0,668 0,027 Teratogen
volume 415.70 =
0,924(0,001||Bilirubin oxidase inhibitor 0,653 0.049 Dermatitis
10,906}(0,005||Nootropic 0,635 0,057 Pain
Get data a5 text (for copy / paste). 0.888[0,005][Antineoplastic 0613 0,051 [[Ocular toxicity
a) Get 3D geometry BETA b) 10.888](0,005|Apoptosis agonist c) 0,567 0.017 Cytotoxic

Figura 60. a) Calculo de las propiedades moleculares y la puntuacion de la bioactividad en
Molinspiration. b) Actividades bioldgicas con sus valores de probabilidad en PASS online. c) Posibles

efectos adversos y toxicos con sus valores de probabilidad en PASS online.

Molécula 48: Para esta molécula se obtuvo un coeficiente de particion de 6.36, un
peso molecular de 526.75 g/mol, un nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno de 6 y
numero de donantes de enlaces de hidrogeno de 0, el predictor de actividad nos arrojé que
la molécula tiene una Pa de 0.877 de ser antineoplasico mientras que el Pi para la misma
actividad es de 0.005.(Figura 61)

Molinspiration property engine v2021.10 | Pa| W Activity | E E Activity
0.877][0.005][Antineoplastic 0.906 0,008 Ocular toxicity

milogP 6.36 0.791][0.006 [lzmmunosuppressant 0.877  [0.006 |Teratogen

IpsA 86.75 0,6780,018|Prostaglandin-E2 9-reductase inhibitor 0.868  [[0.007  |[Embryotoxic

natoms 38 0.657][0.005][Antipruritic, allergic 0.875 0.015 Toxic
0,665][0,031||CYP3A4 substrate 0.863 0.015  |Conjunctivitis

:831%1 g 0.632][0.013|[Antipruritic 0.835 0,004 |[Optic neuropathy

nviolations 2 0,637][0.034]CYP3A substrate 0.804 0,018 |Reproductive dysfunction

nrotb 10 10,666/(0.067|| Testosterone 17beta-dehydrogenase (NADP+) inhibitor 0.801 0,022 Dermatitis

volume 519.15 0.602][0.015|[Dermatologic 0,786 0,023 [[Pain E

a) b) 0.5980.013|[Prostate disorders treatment c) 0.778  |0.019  |Necrosis

Figura 61. a) Calculo de las propiedades moleculares y la puntuacion de la bioactividad
en Molinspiration. b) Actividades biolégicas con sus valores de probabilidad en PASS
online. c¢) Posibles efectos adversos y toxicos con sus valores de probabilidad en PASS
online.

Molécula 50: Para esta molécula se obtuvo un coeficiente de particion de 6.12, un
peso molecular de 585.74 g/mol, un nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno de 9y
numero de donantes de enlaces de hidrogeno de 1, el predictor de actividad nos arrojé que
la molécula tiene una Pa de 0.833 de ser antineoplasico mientras que el Pi para la misma
actividad es de 0.008.

Molécula 49: Para esta molécula se obtuvo un coeficiente de particion de 5.12, un
peso molecular de 558.52 g/mol, un nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno de 9y
numero de donantes de enlaces de hidrogeno de 2, el predictor de actividad nos arrojé que
la molécula tiene una Pa 0.818 de ser antineoplasico mientras que el Pi para la misma
actividad es de 0.010.
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Molécula 44: Para esta molécula se obtuvo un coeficiente de particion de 5.54, un

peso molecular de 456.63 g/mol, un nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno de 6 y

numero de donantes de enlaces de hidrogeno de 2, el predictor de actividad nos arrojé que

la molécula tiene una Pa de 0.845 de ser antineoplasico mientras que el Pi para la misma
actividad es de 0.007. (Figura 62)

a)

Molinspiration property engine v2021.19

-

83.65

natoms 33
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‘ Pa l Pi [ Activity ]
0.964//0.001||Glyceryl-ether monooxygenase inhibitor 0.678 ] 0.046 Hematotoxic
0,904/(0,001||Bilirubin oxidase inhibitor 0537 0.048 Cataract
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,845|0, l ~

= ntineoplastic 0,192 0,023 Telangiectasia
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¥ X rtotox
0.806][0.007 Hypolipemic S T
> 5 o
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0.772(10.003 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein 02250 it (Cleft palate

W HIEBE9o 1y cotransferase inhibitor c) 0.154 0.148 Toxic, respiratory center

Figura 62. a) Calculo de las propiedades moleculares y la puntuacion de la bioactividad

en Molinspiration. b) Actividades biolégicas con sus valores de probabilidad en PASS

online. c) Posibles efectos adversos y toxicos con sus valores de probabilidad en PASS

on

line.

Molécula 51: Para esta molécula se obtuvo un coeficiente de particion de 5.86, un

peso molecular de 470.61g/mol, un numero de aceptores de enlaces de hidrégeno de 7 y

numero de donantes de enlaces de hidrogeno de 2, el predictor de actividad nos arrojé que

la molécula tiene una Pa de 0.468 de ser antineoplasico mientras que el Pi para la misma
actividad es de 0.081.(Figura 63)

a)

milogP
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IAclivily | E Activity
0,577((0.010 ||Gestagen antagonist 0,625 0,057 Toxic
0.601(0.047 |[Phosphatase inhibitor 0.602 0,065 Hematotoxic
0,488 /(0,004 |[Lipocortins synthesis antagonist 0.572 0.071 Dermatitis
0,501/0,020 ||Antimetastatic 0,480 0,089 Behavioral disturbance
0,509|0.040 |Antianginal 0,395 0,028 }Carcmogemc
0,515/0,097 ||Antiischemic, cerebral 0,377 0,196 Optic neuritis
0.446/(0.043 |[Dermatologic 0,344 0,182 Inflammation
0.425/(0,033 |[Calcium regulator 0,337 0,177 Sleep disturbance
0468|0081 ||Antineoplastic 0,317 0,171 ‘Glaucoma
0.442((0.058 |[Beta glucuronidase inhibitor c) 0.306 0.177 ‘Hepatotoxxc

Figura 63. a) Calculo de las propiedades moleculares y la puntuacion de la bioactividad
en Molinspiration. b) Actividades biolégicas con sus valores de probabilidad en PASS
online. c¢) Posibles efectos adversos y toxicos con sus valores de probabilidad en PASS

online.

De las 4 moléculas estudiadas, las moléculas 43, 44 y 51 cumplieron con al menos

3 de los 4 criterios de las reglas de Lipinski, por lo que se puede inferir que estas moléculas

no tendran problemas de solubilidad al momento de disefiar un farmaco que sea
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administrado por la via oral; en el caso de la molécula 48, esta solo cumple con 2 de los 4
criterios, pero al ser un esteroide se le permite sobrepasar un peso mayor a 500 g/mol sin
afectar sus propiedades, porque las membranas bioldgicas de las células reconocen a los
esteroides y los dejan pasar al medio intracelular, entonces de manera tedrica todas las

moléculas cumplen con el minimo de los criterios de Lipinski.

Las oximas esteroidales estudiadas presentan resultados prometedores in silico, que se
explican a continuacién.

Las 4 moléculas estudiadas presentan una actividad antineoplasica, por lo que podrian
tener potencial en el desarrollo de nuevos farmacos para tratar el cancer o como tratamiento
adyuvante para las terapéuticas de las que se dispone en la actualidad; ademas, esa
actividad antineoplasica podria ser exacerbada por algunas de las otras similitudes
farmacoldgicas que presentaron estas moléculas. Podria tener un efecto sinérgico junto con
las moléculas 43 y 44 que también presentaron actividad como agonistas de la apoptosis,
proceso que es vital en la patogénesis molecular del cancer. Ademas, la molécula 6
present6 actividad similar a algunos Antimetastasicos, lo cual podria ser muy favorable, ya
que las metastasis son la causa de mas del 90% de las muertes en los pacientes con
cancer, por lo que esta molécula nos podria ayudar a detener, revertir e incluso prevenir el

desarrollo de metastasis’.

La molécula 44 presenta actividad como Hipolipemiante, por lo que podrian ayudar a
prevenir enfermedades cardiovasculares o eventos cerebrovasculares al servir como
primera linea terapéutica de las dislipidemias; se pueden buscar reducciones del perfil
lipidico en monoterapia o usar a estas moléculas en el desarrollo de auxiliares de las
terapéuticas existentes. Ademas, los efectos adversos que se han reportado para este tipo
de medicamentos de manera general representan menos de un 3%, por lo que se podria
valorar si esta molécula tiene un comportamiento similar?>. Esta molécula también actua
como Inhibidor de dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase, la cual
pertenece a un complejo proteico que participa en la glicosilacion de las proteinas a su paso
por el reticulo endoplasmico?, por lo que se puede estudiar su mecanismo molecular para

determinar si se puede hacer selectiva y especifica para determinadas dianas proteicas.

La molécula 43 presenta actividad como potenciador de factores neurotréficos o

neurotrofinas, razén por la cual dichas moléculas pueden tener un papel importante en la
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supervivencia, proliferacion y maduracion de ciertas neuronas, teniendo utilidad clinica en
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson o la enfermedad de
Huntington. Ademas, algunos estudios han demostrado que los factores neurotréficos
pueden promover la regeneracion de ciertos tejidos fuera del sistema nervioso central, por
lo que también podriamos estudiar a estas moléculas como posibles candidatas
terapéuticas en la regeneracion de tejidos®. Esta molécula ademdas presenta actividad
similar a los Nootropicos, los cuales, a pesar de estar aprobados para algunas
enfermedades como el TDAH o la narcolepsia, se ha extendido su uso en individuos sanos
con la finalidad de mejorar su rendimiento, razon que los ha hecho objeto de multiples
discusiones®. Es por ello que esta podria ser una ventana de oportunidad para dilucidar los
mecanismos moleculares de estos farmacos en la potenciacién de las habilidades

cognitivas.

La molécula 48 presenta actividad como Inmunosupresor, por lo que se podria estudiar su
efecto en el tratamiento de enfermedades reumatoldgicas o en la prevencion del rechazos
de d6rganos en los trasplantes; o incluso podriamos estudiar sus efectos en contextos mas
actuales como la Covid-19, en donde podrian tener un efecto muy benéfico en las fases
avanzadas y graves de esta nosologia al evitar una respuesta inmunitaria excesiva
(tormenta de citocinas) que cause SDRA, insuficiencia multiorganica o incluso la muerte®.
Por otro lado, al tener actividad Antipruritica, esta molécula también podria ser util como
complemento de las terapias antipruriginosas disponibles, especialmente en terapias

sistémicas en donde podria ayudar a tratar el prurito severo y generalizado’.

La molécula 51 presento actividad similar a los Antianginosos y Antiisquémicos, lo cual seria
de utilidad en el tratamiento éptimo de la cardiopatia isquémica estable, ya que este se basa
en la prevencion de la angina y la isquemia para asi poder aumentar la calidad y cantidad

de vida de estos pacientes®.

Hubo algunas moléculas, como la 48 y 51 que presentaron algunas actividades que
considero inespecificas, la cuales fueron reportadas con actividad similar a tratamientos
para enfermedades dermatoldgicas, tratamiento de trastornos de la prostata, inhibidor de
fosfatasa, antagonistas de la sintesis de lipocortinas o regulador del calcio, pero realmente
algunos de estos conceptos abarcan a numerosas enfermedades o a diferentes proteinas
con multiples funciones, por lo que al no ser especificas, a menos que se estudien las vias
moleculares que participan en la actividad de estas moléculas, no se puede definir con
certeza la utilidad clinica especifica de estas.
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Algunas moléculas en las que considero se deberian profundizar en sus mecanismos
moleculares, son la molécula 51 ya que esta actua como inhibidor de la beta glucuronidasa,
la cual es una enzima encargada de la degradacion de uno de los productos intermediarios
del metabolismo lisosomal, y la falla de esta enzima origina a la mucopolisacaridosis VIl o
Sindrome de Sly, por lo que si esta molécula actia como inhibidor de esta enzima, existe
un potencial riesgo de desarrollar dicho sindrome®. Por otro lado, la molécula 48 actia como
inhibidor de la testosterone 17 beta dehydrogenase, la cual es una enzima que cataliza la
produccién de esteroides anabdlicos bioactivos, al convertir dehidroepiandrosterona
(DHEA) en testosterona, y cuya deficiencia causa en hombres un trastorno autosémico
recesivo 46XY, por lo que debe ser algo a considerar si la molécula se usa en el desarrollo

de farmacos especialmente durante el embarazo'®"".

Segun los resultados obtenidos, las oximas esteroidales estudiadas presentan
resultados prometedores en la actividad antitumoral in silico, desde una actividad biolégica
antineoplasica de manera general, pero también de manera especifica en el cancer de
pulmén en la molécula 3, actividad antimetastasica que al ser esta una caracteristica
dominante de los canceres sélidos pudiera ser relevante para el disefio de terapias
traslacionales en estos tumores por ser un Hallmark del cancer como lo definieron Weinberg

O otra actividad que presentaron las moléculas fue la de agonista de la

y Hanahan,*
apoptosis, mecanismo que se ve alterado en el cancer, favoreciendo asi la progresion
tumoral y la resistencia a las terapias antitumorales, por lo que estas moléculas podrian ser

utiles en el desarrollo de nuevos farmacos proapoptoticos.*’
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6. CONCLUSIONES.

La ruta de sintesis condujo a la modificacion de los anillos A/B de diosgenina, para lo cual
se oxido el doble enlace A° resultando en la obtencion del derivado B-epoxido 40 de manera
estereoselectiva. Este derivado 40 se hidroliz6 en medio acido con la desproteccion del
alcohol de C-3 y la apertura del epdxido, obteniendo el triol 41, mismo que fue oxidado para

conducir a las dicetonas 42 y 43 en rendimientos cuantitativos (Esquema 35).

)

Esquema 35. Obtencion de 40, 41, 42, y 43.

La obtencion de las nuevas oximas de los derivados cetdnicos se concibio con la idea de
evaluar su actividad biologica como anticancerigenos. El derivado dicetonico espirostanico
43 fue tratado con hidroxilamina para la obtencién de nuevos derivados hidroximinicos

(Esquema 36).

HO

Esquema 36. Obtencién de nuevos derivados hidroximinicos.

Los resultados de esta reaccion dieron la pauta para la elucidacion del mecanismo y

ademas optimizar la obtencion de la dioxima 44, por lo que se propuso una metodologia
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alterna para conducir al intermediario dicetona con un A*43, generando una ruta de sintesis

mas corta, accesible y de mayor rendimiento global.

El compuesto dicetonico 43, fue modificado en condiciones acidas para lograr la apertura
selectiva del espirocetal para conducir a los derivados 45-47 con cadena 22-oxocolestanica

(Esquema 37).

OAc

NH,OH HCl
Piridina

o
Et,0-BF3

Ac,0O

NH,OH HCI
KAcO

HON

NOH

NOH

Esquema 37. Obtencion de 45, 46, y 47.

Con el derivado 22-oxocolestanico 48 se efectué su condensacién con hidroxilamina en
medio basico, lo cual condujo al selectivamente al nuevo derivado 22-oxo-3,6-
dihidroximinico 49, con posible actividad antiproliferativa. Los intentos efectuados para abrir
el grupo espirocetalico de la dioxima 44 bajo las mismas condiciones aplicadas a 48, solo
condujo a la acetilacion de los grupos hidroxilo de la dioxima 44.

Con el derivado 22-oxocolestanico 45 se efectud la proteccion del OH en C-26, conduciendo
a la obtencion del enol acetilado en C-6 48, que fue tratado con hidroxilamina para obtener

la dioxima 49 y la oxima 50.

Con base en los resultados obtenidos por el analisis in silico, todas las moléculas
presentan posible actividad antineoplasica con Pa bastante cercanos a 1 y Pi muy bajos a
excepcion de la molécula 51 cuyo Pa es muy bajo, sin embargo, no todas las moléculas

cumplen con la regla de los 5 de Lipinski ya que las moléculas 48, 50, 49, 44 y 51 tienen un
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coeficiente de particion mayor a 5 y las moléculas 48, 50 y 49 tienen un peso molecular
mayor a 500 g/mol, por lo cual unicamente la molécula 43 es la que cumple con todos los
lineamientos de las 5 de Lipinski pero esta regla nos dice que se puede suministrar la
molécula como farmaco si se cumplen con al menos tres de las condiciones antes descritas,
entonces las moléculas 44 y 51 también tienen potencial farmacoldgico ya que Unicamente

incumplen uno de los requisitos.
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The title steroid, [(25R)-spirost-4-en-3,6-dione, Cy;H3304], is obtained by
oxidation of diosgenin, using the Jones reagent (CrOs/H,SO,). The crystal
structure was previously reported in space group P2,2,2,, but nonetheless with
the wrong absolute configuration and omitting positions for H atoms [Rajnikant
et al. (2000). Mol. Cryst. Lig. Cryst. Sci. Technol. Sect. C, 12, 101-110]. The
diffraction data set reported herein is for a second polymorph in the same space
group, as evidenced by simulated powder patterns. Both forms are characterized
by a similar orthorhombic unit cell, and a similar arrangement of the molecules
in the crystal structure. However, the conformation of the A/B rings in the
steroid nucleus is slightly modified, leading to the observed polymorphism.

13D view Chemical scheme

Structure description

Diosgenin [(38,25R)-spirost-5-en-3-ol, C,;H4,05] is a natural product that has played a
pivotal role in the early stages of the industry of steroidal compounds, including the large-
scale synthesis of cortisone, and the manufacturing of the first combined oral contra-
ceptive pills, at Syntex S.A., in Mexico (Djerassi, 1992). Diosgenin treated with the Jones
reagent gives the expected oxidation product, with carbonyl groups at C3 and C6. This
compound was characterized by X-ray crystallography, and its structure reported twenty
years ago (Rajnikant et al., 2000). The reported refinement is rather technically unsound,
since all H atoms were omitted in the model and the wrong absolute configuration was
assigned to the molecule (see refcode QUPKUH in the CSD; Groom et al., 2016). Since
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