BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y CENTRO DE QUIMICA-INSTITUTO DE
CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS QUIMICAS

SINTESIS DE NUEVOS BIS-ESTEROIDES A PARTIR DE SAPOGENINAS
ESTEROIDALES USANDO METODOLOGIAS VERDES

Tesis que para obtener el grado de Doctor en Ciencias Quimicas en el area de Quimica
Organica

Presenta:

M. en C. Gabriel Guerrero Luna

DIRECTOR DE TESIS:

Dr. Jesus Sandoval Ramirez

CO-DIRECTOR DE TESIS:

Dra. Ma. Guadalupe Hernandez Linares

Junio de 2022



Este trabajo de tesis doctoral fue desarrollado en el Laboratorio de Investigacion del Jardin
Botanico Universitario de la BUAP, bajo la direccién del Dr. Jesus Sandoval Ramirez y la
co-direccion de la Dra. Maria Guadalupe Hernandez Linares. Agradezco al CONACyT (No.
de becario: 573785) y al ICUAP el apoyo para la realizacién de esta tesis.




Parte de este trabajo de tesis de doctorado fue presentado en los siguientes foros
académicos:

1. LatinXChem Twitter Conference 2021 que se llevé a cabo en Sept. 20, 2021 con los trabajos
titulados:
a. Selective Steroid Oxidation: Pursuing Anabolic Activity
b. Regioselective opening of the bisapogenins side chain

2. 60th Annual Meeting of the Phytochemical Society of North America, 2021, |a cual se llevara
a cabo en modalidad virtual, del 25 al 30 de julio de 2021, con el trabajo en cartel titulado:
a. Synthesis of a new amidosteroid from diosgenin and evaluation of its antiproliferative effect
in breast and cervical cancer cell lines.
3. XVI Reunién de la Academia Mexicana de Quimica Orgdnica, la cual se llevé a cabo en

modalidad virtual, del 19 al 23 de abril de 2021, con la presentacion de los siguientes trabajos
en modalidad cartel en plataforma Twitter:

a) Sintesis de dimeros esteroidales: control en el autoensamble en disolucién.

b) Oxidacion de esteroides: nuevas alternativas de esteroides con actividad anabdlica.

4. LatinXChem Twitter Conference 2020 con el poster titulado: “Self-assembling bisteroids: shape
control” que se llevé a cabo el 7 de septiembre de 2020.

5. XV Reunién de la Academia Mexicana de Quimica Orgdnica, la cual se llevo a cabo en
Cuernavaca, Morelos., del 08 al 12 de abril de 2019, con la presentacion de los siguientes
trabajos en modalidad cartel:

a) Sintesis de nuevos derivados 22-oxocolestenos hidroximinicos y evaluacion de la actividad
antimicrobiana frente a cepas resistentes

b) Sintesis de nuevos derivados i-esteroidales espirostanicos y la evaluacién de su actividad
antimicrobiana.

6. 57th Annual Meeting of the Phytochemical Society of North America, la cual se llevé a cabo
en San Luis Potosi, del 4 al 8 de agosto de 2018, con los trabajos en cartel titulados:

1. Partial synthesis of steroidal oximes from saponins of Dioscorea mexicana and their
antiproliferative activity.
2. Development of a green methodology for the extraction of saponins from Dioscorea mexicana.

7. XIV Reunion de la Academia Mexicana de Quimica Organica, la cual se llevd a cabo en
Mérida, Yucatan, del 19 al 23 de marzo de 2018, con la presentacion de los siguientes trabajos
en modalidad cartel: Obtencién de nuevos bis-esteroides con tereftalato como grupo espaciador.

8. 53 Congreso Mexicano de Quimica, el cual se llevé a cabo en Ciudad de México, México, del
2 al 5 de octubre de 2018, con la presentacion de los siguientes trabajos en modalidad oral y
cartel:

a) Sintesis de nuevas oximas 22-oxocolestanicas con posible actividad antiproliferativa

Articulos arbitrados:

1. Martinez-Gallegos, A.; Guerrero-Luna, G.; Ortiz-Gonzalez, A.; Cardenas-Garcia, M. Berneés,
S.; Hernandez-Linares, M.G. Azasteroids from diosgenin: Synthesis and evaluation of their
antiproliferative activity, Steroids 2021, 166, 108777 doi:
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2020.108777.

2. Guerrero-Luna, G.; Reyes-Melchor, J.; Bernés, S.; Hernandez-Linares, M.G. Diosgenin-3,6-
dione: second polymorph in space group P272121. |UCrData 2020 5, x201200.
https://doi.org/10.1107/S2414314620012006




3. Guerrero-Luna, G.; Hernandez-Linares, M.G.; Bernés, S.; Carrasco-Carballo, A.; Montalvo-
Guerrero, D.; Fernandez-Herrera, M.A.; Sandoval-Ramirez, J. Mesoscale Assembly of
Bisteroidal Esters  from Terephthalic ~ Acid. Molecules 2020, 25 (5), 1213.
https://doi.orq/10.3390/molecules25051213

Patentes:
Otorgada:
+ Escalamiento a nivel multigramos para la obtencion del acetato de la oxima de 23-
acetildiosgenina. Titulo de PATENTE No. 380559.
En tramite:

+ Disefio, ensamble y uso de un nanocristalizador de flujo continuo.
MX/A/2019/015234.

+ Uso de (25R)-3b-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona (17) como agente
anticancerigeno en cancer de mama y colon. MX/E/2021/088399.

v Uso de (25R)-4-aza-5-espirosten-3-ona como agente anticancerigeno en cancer
cérvicouterino y de mama. MX/E/2021/088409.



iNDICE

1 INTRODUCCION 1
1.1 Esteroides. 1
1.2  Principales familias de esteroides. 2

1.2.1 Saponinas 2
1.3 Sapogeninas esteroidales. 3

2 ANTECEDENTES. 6
21 Modificaciones de las sapogeninas. Cadena lateral y anillos A-D. 6
2.2 Biesteroides. 1
2.3 Dimeros con conexion Anillo A — Anillo A. 12

2.3.1 Conexion directa. 12
2.3.2 Conexion a través de grupos espaciadores. 14
2.4 Lineales. 15
2.5 Compuestos esteroidales autoensamblables (self-assembly behaviour) _ 19
2.6 Metodologias y tecnologias facilitadoras. Quimica verde. 21

3 OBJETIVOS 25
3.1 Objetivo General. 25
3.2 Objetivos Particulares. 25

4 DISCUSION DE RESULTADOS 26
4.1 Obtencion de bi-23-acetilsapogeninas. 45
4.2 Estabilidad térmica de ésteres biesteroides de acido tereftalico 59
4.3 Autoensamblaje de los biesteroides estimulado por disolventes. 65
4.4 Analisis de Superficie por Fisisorcion. 73

4.4.1 Adsorcion fisica o fisisorcion: 74

4.5 Apertura de la cadena lateral de bisapogeninas y bi-23-acetilsapogeninas.

76

4.5.1 Caracterizacion del bifurosteno 69a. 82
4.6 Tecnologias Verdes y Facilitadoras en Sintesis Organica. 88

4.6.1 Uso de microondas focalizado para la sintesis de dimeros esteroidales. 88
4.7 Uso de flujo continuo para la sintesis de dimeros esteroidales y sus
precursores. 91
4.8 Biesteroides con oxalildihidrazina como grupo espaciador. 95

4.8.1 Oxidacioén de diosgenina para obtener diosgenona 75. 95

4.8.2 Epoxidacion esteroselectiva del acetato de diosgenina (80). 97




4.8.3 Apertura del B-epoxido 81 para obtener el diol trans-diaxial 82. 98

4.8.4 Oxidacion del triol de diosgenina. Obtencién de dicetonas A/B. 104
4.8.5 Obtencion del Acetato de 7-Oxo-diosgenina. 116
4.9 Formacion de biesteroides con oxalildihidrazona como grupo espaciador.
121
5 DESARROLLO EXPERIMENTAL 134
5.1 Equipos y técnicas utilizadas. 134
5.2 Disolventes y Materias Primas. 136
5.3 Procedimientos generales. Preparacion y Caracterizacion Estructural de
Esteres Biesteroides del Acido Tereftalico. 137
5.4 Modificacion de la cadena lateral y obtencion de precursores de
biesteroides. 138
5.4.1 Obtencién del derivado epoxicolesténico 4a. 138
5.5 Regeneracion del espirocetal sapogeninico en medio basico. Obtencion de
la 23(r)-acetildiosgenina. 139
5.5.1 Caracterizacion de la 23(R)-acetildiosgenina (8a). 139
5.5.2 (23S)-acetilhecogenina (8b) 140
5.6 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion Estructural de
Esteres Biesteroidales del Acido Tereftalico. 141
5.6.1 Bicolesteril tereftalato (72). 141
5.6.2 Bicolestan-3-il tereftalato (73). 142
5.6.3 Bidiosgeninil 1,4-tereftalato (66a). 142
5.6.4 Bihecogeninil 1,4-tereftalato (66b). 143
5.6.5 Bisarsasapogeninil tereftalato (66c). 143
5.6.6 Bi-(23R)-23-acetildiosgeninil tereftalato (67a). 144
5.6.7 Bi-(23R)-acetilhecogeninil tereftalato (67b). 145
5.7 Procedimiento general. Preparacién de Esteres Biesteroidales del Acido
Tereftalico por Irradiacién de Microondas. 145

5.8 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion Estructural de
Biesteroides con Cadena Lateral Pseudocolestanica con Anhidrido Mixto

(AATFA). 146
5.8.1 Acetato de Bi-(25R)-furosta-5,20(22)-dien-3p,26-diil-1,4-tereftalato. 147
5.9 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion de Biesteroides
Furosténicos por Apertura de la Cadena Lateral de Bisapogeninas. 147
5.9.1 Bifurosteno (69a). 148
5.10 Procedimiento general. Reacciones en Microrrector de Flujo Continuo
Syrris. 149
5.10.1 (25R)-22-oxocolest-4-en-26-hidroxi-3,6-diona (75a). 149

5.10.2 Diacetato de 22-oxocolest-260H-3[111611-diil-2,4-dien-6-ona (75b). __ 150

5.11 Modificacion de los anillos A y B para obtener precursores de biesteroides.
150

Vi



5.11.1 Sintesis de diosgenona.
5.11.2 Obtencion del acetato de diosgenina.
5.11.3 Obtencion del epdxido-B a partir de acetato de diosgenina.
5.11.4 Apertura del epdxido B del acetato de diosgenina (81).
5.11.5 Oxidacién del Triol de diosgenina 112.
5.11.6 Oxidacion del triol 82 de diosgenina.
5.11.7 Oxidacién de diosgenina. Obtencién de la 3,6-diona.
5.11.8 Obtencion de (25R)-3B-acetoxi-7-oxo-diosgenina (76).
5.11.9 (25R)-3B-acetoxi-7-oxo-diosgenina (76).

5.12 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion Estructural de
biesteroides con oxalildihidrazina como grupo espaciador.
5.12.1 Caracterizacion de Bi-(25R)-espirost-4-en-3-dioxalildihidrazona.
5.12.2 Caracterizacion de Bi-(25R)-espirost-4-en-3-oxo-6-dioxalildihidrazona. _
5.12.3 Caracterizacion de Bi-(25R)-espirost-6-en-7-dioxalildihidrazona.

5.13 Procedimiento general para el analisis del comportamento de
Autoensamblaje de biesteroides.

6 CONCLUSIONES
7 ANEXOS
8 BIBLIOGRAFIA

150
151
152
153
154
155
156
157
158

159
160
161
162

163
164
168
176

Vii



ABREVIATURAS.

ax
BS

0
A
A
KOAc
CSA
c
COoSsYy
d
dc
dd
ddd
DBU
DMAP
DMF
ec
EMAR
HMBC

HSQC

m-CPBA
MeOHd4
p-TsCl
ug

POM

Py

Pyds
RMN
RXP

s

SEM

t

TEM

m

t. a.

THF
TLC
TMS
TsOH

Ts

Axial

Brasinoesteroide

Desplazamiento quimico en RMN

Doble enlace

Calentamiento a reflujo

Carbonato de Potasio

Comportamiento self-assembly

Sefal cuadruple

Espectroscopia de correlacion (Correlation Spectroscopy)
Sefal doble (en datos de RMN)

Sefial doble de cuadruple

Senal doble de doble

Senal doble de doble de doble
1,8-Diazabiciclo[5,4,0Jundec-7-eno
4-(N,N-Dimetilamino)piridina
Dimetilformamida

Ecuatorial

Espectrometria de masas de alta resolucién
Correlacién heteronuclear a multiples enlaces (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation)

Espectroscopia de Correlacién Heteronuclear de Cuanto Unico
(Heteronuclear Single Quantum Correlation)
Acido m-cloroperoxibenzoico

Metanol deuterado

Cloruro de p-toluensulfonilo

Picogramos

Polioxometalato

Piridina

Piridina deuterada

Resonancia Magnética Nuclear

Rayos X de Polvos

Sefal simple

Scanning Electron Microscope

Senal triple

Transmission Electron Microscope

Senal multiple

Temperatura ambiente

Tetrahidrofurano

Cromatografia en capa fina

Tetrametilsilano

Acido p-toluensulfénico

Grupo tosil

viii



RESUMEN

En el presente trabajo de tesis de doctorado se presentan nuevas series de
biesteroides utilizando dos grupos espaciadores, a partir de esteroles y sapogeninas como
sustratos. Se prepararon dimeros esteroidales con altos rendimientos empleando diésteres
de acido tereftalico como puentes en las posiciones esteroidales 33, 3'8. También se
obtuvieron los biesteroides con el grupo oxalildihidrazina como espaciador, mediante la
reaccién de condensacién con cetonas en posiciones 3, 3’; 7,7°, y 6,6’. Por otra parte, se
realizé la apertura regioselectiva de la cadena lateral de los derivados bisapogeninas,
conduciendo la obtencion de los derivados bifurosténicos y bipseudosapogeninas. La
obtencion de estos biesteroides y sus precursores, también se ensayé mediante el uso de
metodologias de quimica verde como las microondas y la quimica de flujo continuo, con

excelentes resultados y mejores condiciones de reaccion menos contaminantes.

8a-b

Diosgenina (a) (25R), Ry, Ry,= Ag
Hecogenina (b) (25R), Ry=H, Ry=0
Sarsasapogenina (c) (25S), Ry Ro=H

Reactivos y condiciones:

i)Cloruro de tereftaloilo, piridina, reflujo. o

i) BFg-Et,0, Ac,0. iii) KOH EtOH 10%.

i) AATFA , CH,Cl,,BF30Et,, 5 min. OAc

Esquema A.

En todos los intentos de cristalizar biesteroides, se observd que los compuestos
tendian a autoorganizarse en solucion, lo que se detectd al emplear varios sistemas de
disolventes. Las interacciones no covalentes (van der Waals) de las fracciones esteroidales
de esta serie de biesteroides simétricos, la polaridad de los sistemas de disolventes y las
diferentes solubilidades de los agregados biesteroides inducen a las moléculas a
autoensamblarse en estructuras supramoleculares con buena organizacion definida. Los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis muestran que las estructuras

autoensambladas para los derivados biesteroidales dependen del sistema solvente



utilizado como se argumenta en el apartado de discusién de resultados. Con base en la
caracterizacion por TEM, SEM y XRD, obtuvimos evidencia de que el fendmeno de
autoensamblaje de los biesteroides ocurre presentando diferentes morfologias
dependiendo del solvente utilizado. Los nuevos derivados de dimeros esteroides se
caracterizaron por RMN, TGA, DSC, TEM, SEM, DRX y XRD. Finalmente, la estructura

molecular de un bisteroide fue confirmada por analisis de Rayos X de monocristal.

Self-assembly behaviour

Esquema B.

Estos derivados cetdnicos fueron materias primas para la obtencion de biesteroides
oxalildihidrazona, los cuales se obtuvieron en buenos rendimientos. En el caso del
biesteroide de la diosgenin-3,6-diona, se obtuvo como producto mayoritario el biesteroide
unidos a través de las posiciones 6 de cada unidad esteroidal. El biesteroide de la
diosgenin-7-ona no pudo evitar la eliminacién del acetato en el C-3, debido a la estabilidad

extra que consigue de la formacion de un sistema conjugado (Esquema C).

Reactivos y condiciones:
i) Reactivo de Jones, Acetona/CH,Cl,

iy Oxalildihidrazina, EtOH, piridina, reflujo.

iii PCC, NaCOjz, CH,Cl,, TSOH.

iv) Ac 0, reflujo

v) Reactivo de Collins, piridina, temp amb 15h.

Esquema C.



Los biesteroides oxalildihidrazona obtenidos presentaron comportamiento self-
assembly provocado por el disolvente, el cual fue caracterizado por la formacion de un gel
o estructuras como listones o membranas segun el tipo de disolvente. Se encontré una
relaciéon directa entre la constante dielectrica del disolvente y su capacidad de provocar la
autoorganizacion de los biesteroides en determinada forma (hebras o membranas
impermeables) en sinergia con las interacciones de Van der Waals entre los grupos

hidréfobos esteroidales.
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ABSTRACT

A new series of bisteroidal esters was synthesized using a spacer group, sterols and
sapogenins as substrates. Steroidal dimers were prepared in high yields employing diesters
of terephthalic acid as linkages at the 3B, 3'B steroidal positions. Bisteroids with the
oxalyldihydrazine group as spacer were also obtained by condensation reaction with
ketones in positions 3, 3'; 7.7', and 6.6'. On the other hand, the regioselective opening of the
side chain of bisapogenin derivatives was carried out, leading to the obtaining of bifurostenic
and bipseudosapogenin derivatives. Obtaining these bisteroids and their precursors was

also tested using green chemistry methodologies such as microwaves and continuous flow

chemistry, with excellent results and better, less polluting reaction conditions.

Diosgenin (a) (25R), Ry, Rp,= As
Hecogenin (b) (25R), Ry=H, Ry=
Sarsasapogenin (c) (25S), Ry Ro=H

Reagents and conditions:
i)Terephtaloyl chloride, py, reflux.

i) BF3-Et,0, Ac,0. i) KOH EtOH 10%.
iii) AATFA , CH,Cl,,BF30Et,, 5 min.

Scheme A.

In all attempts to crystallize bisteroids, it was observed that the compounds tended
to self-organize in solution, which was detected when employing various solvent systems.
The non-covalent interactions (van der Waals) of the steroidal moieties of this series of
symmetrical bisteroids, the polarity of the solvents systems, and the different solubilities of
the bisteroid aggregates, indeed induce the molecules to self-assemble into supramolecular
structures with well-defined organization. Our results show that the self-assembled
structures for the bisteroidal derivatives depend on the solvent system used: with
hexane/EtOAc, membrane-shaped structures were obtained, while pure EtOAc afforded
strand-shaped arrangements. In the CHCIs/CH3OH system, thin strands were formed, since

van der Waals interactions are lowered in this system, as a consequence of the increased

Xii



solubility of the bisteroids in CHCIz. Based on the characterization by SEM and XRD, we
show evidence that the phenomenon of self-assembly of bisteroids occurs presenting
different morphologies depending on the solvent used. The new steroidal dimer derivatives
were characterized by NMR, TGA, DSC, SEM and XRD. Finally, the molecular structure of

one bisteroid was confirmed by single-crystal X-ray analysis.

Scheme B.

These ketone derivatives were raw materials for obtaining oxalyldihydrazone
bisteroids, which were obtained in good yields. In the case of the bi-steroid of diosgenin-3,6-
dione, the bi-steroid linked through the 6-positions of each steroid unit was obtained as the
main product. Diosgenin-7-one bisteroid could not prevent the elimination of acetate at C-3,

due to the extra stability it gets from the formation of a conjugated system (Scheme C).

Reagents and conditions:
i) Jones reagent, acetone/CH,Cl,

i) Oxalyldihydrazine, EtOH, py, reflux.
iiiy PCC, NaCO3, CH,Cl,, TsOH.

iv) Ac,0, reflux

v) Collins reagent, py, rt, 15h.

Scheme C.
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The oxalyldihydrazone bisteroids obtained showed self-assembly behavior caused by the
solvent, which was characterized by the formation of a gel or structures such as ribbons or
membranes depending on the type of solvent. A direct relationship was found between the
dielectric constant of the solvent and its ability to cause the self-organization of the bisteroids
in a certain way (strands or impermeable membranes) in synergy with the Van der Waals

interactions between the steroidal hydrophobic groups.
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1 INTRODUCCION

1.1 Esteroides.

Estructuralmente, un esteroide es una molécula de lipido que tiene un esqueleto de
carbono con cuatro anillos fusionados; tres anillos de ciclohexano fusionados, conocidos
como fenantreno, se fusionan con un anillo de ciclopentano.” Se encuentran presentes en
células animales y vegetales, donde realizan funciones biolégicas esenciales 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 fisiolégicos, puesto que tienen la habilidad de atravesar las

membranas celulares y asociarse con diversos receptores.

21
“, 20 22

18

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

Los esteroides, por definicion, son aquellos compuestos que poseen el esqueleto el
nucleo ciclopenta[aJfenantreno o un esqueleto derivado de éste mediante rupturas,
alargamientos 6 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 numeraciéon para los esteroides dada por la IUPAC.? Los esteroides presentan

generalmente diversas funciones oxigenadas.®



1.2 Principales familias de esteroides.

1.2.1 Saponinas
estructurales; entre los esteroides mas importantes estan las hormonas sexuales, acidos

Los esteroides se clasifican en diversas familias que poseen similitudes
biliares, corticosteroides, vitaminas D, hormonas de crecimiento vegetal y animal, alcaloides

OH

esteroidales y saponinas.*

OH

o
Testosterona

o & o
Acido Célico ’;/2 Progesterona
o
HO OH
H HO,,
/ HO\“\\\\\
o o 0 Castasterona
How" VitaminaD3 Cortisol
Figura 2. Esteroides representativos.

Estructuralmente, las saponinas estan conformadas por dos partes, una sacarida y

otra sapogeninica (aglicona) que puede ser ftriterpénica o esteroidal. Un ejemplo de

saponinas esteroidales es la dioscina (Esquema 1).

2
Diosgenina

Dioscina

(0]
OH

HO
Esquema 1. Hidrdlisis acida de dioscina.



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

S

:Smilax aristolochiaefolia

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
cara 3 C-16, C-22 y C-26 y es responsable de un grupo de

reacciones especificas y caracteristicas de este grupo

HO

cara o cetalico.

La mayoria de los espirostanos conocidos

Fusién trans

pertenecen a la serie 5o (fusiébn A/B trans) y una
minoria a la serie 53 (fusion A/B cis); algunos tienen

insaturaciones en C-5 como la diosgenina, que es una

Fusién cis de las principales materias primas para la obtencion de

H .
Figura 4. Fusion A/B trans, A/B cis hormonas; ademas pueden encontrarse grupos

) hidroxilo en las posiciones 2, 6, 12, 15y 17. Por lo
del esteroide.



general, las sapogeninas presentan 3 centros estereogénicos adicionales a los
comprendidos en una estructura colestanica: el 16S, 22S y en C-26. 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
farmacoldgicas por lo que se han desde siglos atras en la medicina tradicional y ultimamente
en la industria farmoquimica. En los afios 1940’s se desarroll6 una amplia investigacion
sobre la fertiidad en el ser humano, y se llegd a establecer que ésta depende
fundamentalmente de ciertos compuestos esteroidales tales como las hormonas sexuales.
Se confirié gran atencion a la progesterona debido a su utilizacién en la terapia médica en
el tratamiento de varios desdérdenes menstruales y en la prevencion de ciertos tipos de
aborto y control natal. Sin embargo, su obtencién 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® (Figura 5) produjo grandes cantidades
de progesterona a partir de diosgenina, a través de un proceso en cinco etapas. Esa misma
transformaciéon fue posible realizarla en otras sapogeninas y resultdé ser la clave para

preparar hormonas sexuales y analogos.

Fue asi, que este acontecimiento culminé en el
surgimiento de la industria mexicana de esteroides, cuyo
desarrollo se facilité debido a la abundancia de fuentes
de sapogeninas, las cuales fueron explotadas generando
grandes beneficios econémicos, 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

Figura 5. Marker en Pensilvania

diferentes caminos a la generacion de nuevos agentes

terapéuticos y agroquimicos.

Incluso cambios menores en las funcionalidades unidas al esqueleto de esteroides
pueden conducir a cambios significativos en sus actividades biologicas y farmacoldgicas.®
Es por eso que, los quimicos sintéticos siempre nos hemos interesados en realizar

modificaciones estructurales de los esteroides para optimizar sus propiedades bioldgicas y



farmacologicas o para descubrir nuevas propiedades y aplicaciones. Los dimeros de
esteroides son uno de esos grupos de esteroides modificados que son bien conocidos por
su arquitectura rigida -una de sus principales ventajas- la variabilidad de sustitucion y su
similitud con las estructuras naturales. El uso de esteroides en la construccion de sistemas
moleculares mas grandes se puede documentar principalmente en acidos biliares,
principalmente por su costo relativamente bajo y por su ventajosa funcionalizaciéon con
grupos hidroxilo con diferente reactividad.® El acido biliar mas disponible, el acido cdlico,
tiene una configuracion 58, lo que significa que el esqueleto esteroidal es "plano" con
respecto a la conexion en trans de los anillos Ay B (Figura 6). Ademas, el acido célico tiene
la cadena lateral de cinco carbonos y se conecta a través del carboxilo terminal, que
introduce flexibilidad en torno a la eventual conexién con otra unidad esteroidal que conduce

a la obtencion de oligomeros.

Figura 6. Estructura del acido célico en 3D.

Se han sintetizado varios dimeros de esteroides a lo largo de los anos y los dimeros
aciclicos que involucran conexiones entre los anillos A, B, C o D, directos o a través de
espaciadores, forman el grupo principal de tales moléculas. Estos dimeros también se
conocen como "dimeros lineales".

En este trabajo doctoral, a partir de sapogeninas se hizo uso de metodologias verdes
y/o facilitadoras para la sintesis de los compuestos biesteroidales y sus precursores, para

optimizar energia, insumos y evitar en lo posible la emision de contaminantes al ambiente.



2 ANTECEDENTES.

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

Las sapogeninas esteroidales son probablemente la familia mas relevante de esteroides
utilizados por los quimicos para la sintesis organica. Muchos de los compuestos derivados
de sus transformaciones las han identificado como una estructura privilegiada en quimica
medicinal y predominan en una variedad de compuestos naturales y sintéticos
farmacologicamente activos de gran relevancia, como los antiinflamatorios vy
anticonceptivos. Desde que se sintetizaron los primeros esteroides en la década de los 30’s,
se ha trabajado para obtener nuevas estructuras con propiedades importantes en varios
ambitos a nivel industrial. A pesar de que hubo un cese en cuanto a reportes de
investigaciones relacionados con la quimica de esteroides -sobre todo con respecto a la
cadena lateral- desde hace dos decadas, la modificacion de la cadena lateral ha sido
reestudiada por diversos grupos de investigacion.'® Los reportes de los dltimos afios ponen
de manifiesto que el tema de los esteroides tiene mucho por aportar, por lo que se han
publicado trabajos relevantes al respecto.

Sandoval y colaboradores, han reportado la transformacion de las cadenas laterales de
la diosgenina (2a), hecogenina (2b) y la sarsasapogenina (2c) 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 Et0-BF,
Ac,0

HO 2 a) (25R), Ry, Rp,= A°
2b) (25R), Ry, Ry=H, Rg= C=0

2¢)(259), Ry, Rp,=H

AcO'
R,
R

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



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 8a-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%

2 2) (25R), Ry, Ry= As A 6a-c
2 ¢) (25R), Ry, Ry/=H, Ry=C=0
2 b) (258), Ry, Ry= H

Esquema 3. Obtencion de derivados 23-sustituidos de las sapogeninas 2.

En la reaccion entre el tetrafluoroborato de tritilo y el espirocetal sapogeninico de la
diosgenina conduce al nucleo de la kriptogenina 9 (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 2a.

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 (10) al derivado 22-oxo-23-espirocetalico 11 empleando TiCls, con un
rendimiento del 99 % (Esquema 5).



TiCl,, CH,Cl,

30 min, 99%
AcO AcO

g

EI
Esquema 5. Isomerizacion de 10 a 11 promovida por TiCls.

En 2015, Lépez y col.™ reportaron la apertura regioselectiva del anillo F de 22-oxo-
23-espirocetales usando BF3-OEt, en anhidrido acético que produjo nuevas cadenas
colestanicas del tipo de 16 derivados de botogenina.

NaNO, / BF;-Et,0

CH,COOH

AcO AcO

BF3-Et,0
HCOOH

OAc

BF3-Et,0, Ac,0

CH,Cly, 1.5H, rt
15 trazas AcO

AcO

OAc

AcO

Esquema 6.

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 (17) y
el compuesto furostanico 18 (Esquema 7). El derivado hidroxilado en C-22 se deshidratd
facilmente dirigiéndose a la formacion 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.



ATFAA/BF; Et,0

ta

2a 4??2‘ 17

Esquema 7. Formacion de pseudosapogeninas a temperatura ambiente.

Con base en estos antecedentes, el grupo de trabajo de Sandoval y col.'® desarrolld
la metodologia apropiada para abrir regioselectivamente el anillo E protegiendo in situ a los
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 F3B-OEt; /Ac,O remanente, conduciendo a la formacion de derivados 22-
oxocolestanicos.

Ac,0/BF; Et,0 g

0°C

2a %

Esquema 8. Formacion de la cadena 22-oxocolestanica.

Fernandez-Herrera y col." por apertura de la cadena lateral de diosgenina,
obtuvieron 22-oxocolestanos que tienen la funcionalidad de oxima en la cadena lateral
reportando poseer actividad como agentes antiinflamatorios en un modelo murino, frente al

glucocorticoide comercial dexametasona.

1) BF3-OEt, Ac,0, 0°C

2) PCC

)
3) NH,OH-HCI, MeOH/K,CO3
HO 2a

R=H, ta
R= OAc reflujo

Esquema 9



En nuestro grupo de investigacion'® recientemente reportamos la modificacion de
los anillos A/B de diosgenina para la obtencion de azaesteroides, los cuales mostraron

actividad antiproliferativa in vitro frente a cancer de mama.

o
1) PCC, CaCOj,

1) Ac,0, reflujo. DCM, reflujo.
2) Reactivo Collins, 2) KMnoy, NalOy,,
AcO NH ta, 12h. HO' NaCO ,téuOH, H O
»s 3) NH,OH-HCI, NaAcO, 2a 3) NH,OAG, ACOH.
MW 180°C, 3 min (o)

4)SoCly, THF, 0°C, 4h MW 180°C, 3 min

Esquema 10

Recientemente, Fernandez-Herrera y col.' reportan la ciclacion estereoselectiva de
un derivado de 22,26-dioxocolesteno acetilado en C-16 para dar los anillos E y F de
espirostano, en condiciones alcalinas, para conducir a la (26R)-26-hidroxidiosgenina,
evaluando ademas el efecto de la diosgenina y la (26R)-26-hidroxidiosgenina en la

regulacién del ovario de rata.

(0]
1) BF30Et/Ac,0, CH,Cl,, 0°C. HCl s, 5%, CH,Cly,
- - ta, 30 min
2) E3N, ta, 5 min
HO
2a AcO 23

AcO

Esquema 11

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 bioldgica;
sin embargo, la utilidad de los esteroides como sistemas de andamiaje nanoarquitectonico
es un area de la ciencia de materiales que ha cobrado importancia y recibido atencion de
diversos grupos de investigacion que nos hemos enfocado en las caracteristicas de

materiales con comportamiento de autoensamblaje en diversos ambientes o estimulos.
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2.2 Biesteroides.

Los dimeros de esteroides son uno de esos grupos de esteroides modificados que destacan
por su arquitectura rigida, predecible e inherentemente asimétrica,® pero no adquirieron
relevancia hasta el afio 1973, cuando fueron encontrados en la naturaleza.?' La principal
ventaja de los esteroides es su esqueleto rigido, la versatilidad de funcionalizacién y su
similitud con las estructuras naturales, que le permiten ser reconocidos por los receptores
celulares y atravesar las membranas celulares. El uso de esteroides en la construccion de
sistemas moleculares mas grandes ha sido muy frecuente, como se observa en la obtencion
de unidades dimeéricas a partir de acidos biliares y colesterol principalmente.

Los dimeros de esteroides pertenecen a un grupo esencial de compuestos
farmacologicamente activos que naturalmente son -en su mayoria- biosintetizados por
organismos marinos.’® Los ejemplos de biesteroides naturales son las ritterazinas y las
cefalostatinas®®> que son productos marinos naturales que contienen dos moédulos
espirostanicos o espirodifuranicos acoplados por un anillo de pirazina (Figura 7). La sintesis
de dimeros de esteroides se registré e identificd por primera vez a través de estudios
fotoquimicos en la investigacion del efecto de la luz sensibilizada sobre la activacion del

ergosterol, cuyo producto fue el dimero de ergosterol (Figura 7).%

OH Ritterazina M

Dimero del Ergosterol

Figura 7. Dimero del ergosterol formado fotoquimicamente y el dimero natural
Ritterazina M.

La sintesis del colafano 28, un ciclodimero del acido colico con grupos espaciadores
aromaticos, es reportada por Bonar-Law y Davis.?* Este macrociclo fue sintetizado a partir
del acido colico con un rendimiento global del 20%. El campo de trabajo en el que esta
basado, lo convierte en un derivado muy versatil, y podria probarse en quimica biomimética

(Esquema 12).
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| OMe | OMe
AcO AcO
3 pasos 2 pasos
AcO —— AcO —_—

o 26 27

NHCOCF,

Esquema 12

Estos mismos autores reportaron también un método sintético similar,?® y reportan un
estudio de RMN de 'H de interacciones entre el colafano y carbohidratos (glucésidos

lipofilicos?® y la asociacion de constantes entre el colafano y los octilglucésidos.?’

Observando que la estructura quimica de una molécula determina sus propiedades y es
responsable del comportamiento, los dimeros esteroidales pueden clasificarse como
ciclicos (se forman a través de conexiones directas o a través de espaciadores por cabeza-
cabeza o cabeza-cola?® y forman nuevos sistemas de anillos o estructuras macrociclicas,
por ejemplo, ciclocolatos o colafanos, respectivamente) o lineales; por su conexion directa
por diferentes sitios de los anillos del esqueleto, y si estan unidos por medio de grupos

espaciadores.?

2.3 Dimeros con conexion Anillo A — Anillo A.

2.3.1 Conexion directa.

Existen diversos métodos de variada eficacia para la preparacién de un rango amplio de
dimeros estructurales diferentes conectados por el anillo A. en general, estos métodos
utilizan metales activados o irradiacion luminica y actuan sobre una funcién carbonilica en

el esteroide.

Dulou® y col. fueron los primeros en aislar y caracterizar, en el afio de 1951, el esteroide
dimérico 30 obtenido a partir de colest-4-en-3-ona por condensacion reductiva con Na (Hg),
como se observa en el Esquema 13. McMurry*' y Doering,** prepararon otros dimeros,
esqueleto tipo colestano utilizando un concepto similar al de Duloy y col. por acoplamiento
reductivo, empleando cloruros de titanio en un medio reductor con bajos rendimientos.
Estos esteroides diméricos podian unirse a cromoéforos de porfirina para realizar estudios

t33

estructurales mediante la técnica de dicroismo circular (DC). Schmidt™ y col. modificaron

12



la técnica empleando HCI el lugar de acidos de Lewis, logrando conversiones cercanas al
90%. En todos los casos, el producto obtenido consistia en una mezcla de los isémeros sin

y anti, este ultimo producto mas favorecido termodinamicamente.

CgHy7 CeHiy CgHy7

Na(Hg)
0 29

Colest-4-en-3-ona

Esquema 13. Sintesis del primer dimero esteroidal obtenido por acoplamiento reductivo.

Por otro lado, Devaquet y Salem* utilizaron una reaccion fotoquimica sobre cetonas
insaturadas para obtener los dimeros siny anti 30y 31 (ver Esquema 14). Williams* y col.

reportaron, a su vez, la fotodimerizacion por irradiacion UV de 17a-metiltestosterona.

o 0

sin

@)
29

(o)

Esquema 14. Fotodimerizacion de cetonas esteroidales insaturadas.

Asi mismo, Cerny y colaboradores®® reportan la obtencion de dimeros y oligémeros lineales
del colesterol unidos por una amida como grupo espaciador. Estos derivados oligoméricos
tienen utilidad en la construccién de nanoestructuras, como por ejemplo, membranas

celulares (Esquema 15).
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H,N

AcO

Esquema 15 Dimeros unidos por un enlace tipo amida

2.3.2 Conexion a través de grupos espaciadores.

Se han sintetizado diversos dimeros de esteroides,® y entre ellos, los dimeros
aciclicos que involucran conexiones a través de anillos A, B, C o D directamente a través
de grupos espaciadores, conforman el grupo principal de tales moléculas; estos dimeros
también se conocen como "dimeros lineales". La sintesis de esteroides diméricos que
involucran los anillos A de los monémeros de esteroides, conectados a través de grupos
espaciadores, se puede lograr mediante la unién a través de la posicion mas conveniente
en el C-3.2" Utilizando los grupos funcionales correctos, es posible obtener dimeros
conectados via espaciadores de distinta longitud. Las funcionalidades éster® y amina son
las mas usadas para generar este tipo de estructuras, no obstante también existen algunos
ejemplos en la literatura del empleo de uniones éter y carbamato.* Otra alternativa factible
consiste en unir los monémeros mediante un heterociclo.*’ Hoffmann y Kumpf*' en 1986
acoplaron dos estronas con acido tereftalico para obtener el primer dimero enlazado por
una funcion éster (35) y desde aquel momento, este tipo de dimeros han sido los mas

numerosos en la literatura.'®

35

(o]
Figura 8. Dimero enlazado por una funcion éster.
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2.4 Lineales.

Entre los reportes hallados en la literatura para la generacion de dimeros lineales a
partir de moléculas esteroidales, se encuentra el de Shawakfeh y colaboradores* utilizaron
diaminoalquilos y triacetoxiborohidruro de sodio para sintetizar los dimeros 38 por

aminacion reductiva usando alquildiaminas (Esquema 16).

“NH(CH,),NH

Esquema 16 Dimeros unidos por un enlace tipo amina

Nahar y colaboradores*® sintetizaron gran cantidad de derivados 3-oxalato diméricos
utilizando como mondmeros dehidro-epi-androsterona, pregnenolona, 5a-colestano y
estigmasterol, entre otros (39-41). En la misma linea de trabajo, el grupo de Zhu** desarrollé
la sintesis de 3a-dimeros de los acidos litocdlico y colico utilizando diésteres de longitudes
variables, en la mayoria de los casos con excelentes rendimientos. Paryzek y
colaboradores*® prepararon tres esteroides diméricos de la familia de los acidos biliares

para actuar como receptores de moléculas neutras y cationes metalicos (Figura 9).
o]

OMe

39 R=oxo
40 R= CgH7

MeO 41 R= CH=CHCH(Et)(iPr)

Figura 9
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McKenna y colaboradores*® sintetizaron distintos bis-esteroides (34-36) capaces de
actuar como modelos enzimaticos a partir de conesina y acido cadlico, utilizando aminas
alifaticas como conectores. Analogamente, el grupo de Guthrie*” obtuvo el esteroide
dimérico 37 con propiedades cataliticas a partir de tereftaldehido y un 3-amino esteroide.
El mismo grupo espaciador fue utilizado para unir dos moléculas de acido coélico a través

de su cadena lateral en C-17*¢ (Figura 10).

(CH2)n n=4,5,10

"“NH(CH,)nNH " NH(CHoINNH
44 R= CH=CHCH(E(Pr), n=3 49 R= CH=CHCH(EY)(iPr), n= 6
45 R= CH=CHCH(Et)(iPr), n= 6 50 R= CgHy7, n=g

46 R= CgHy7, n=3
47 R= CgHy7, n=4
48 R= CgHy, n=g

Figura 10

Como se ha mencionado antes, las funciones menos utilizadas para la sintesis de
dimeros son las que involucran carbamatos, éteres y uniones del tipo perdxido. Sin
embargo, existen algunos ejemplos en la literatura con aplicaciones de gran interés. Kobuke
y Nagatani*® prepararon los dimeros 84-87 mediante uniones biscarbamato capaces de

actuar como canales ionicos transmembrana (Figura 11).

51 R= COOMe

52 R= COOH

53 R= CH,0H

54 R= OCOCH,N*MeCl

Figura 11. Dimeros unidos con espaciadores tipo peroxido y carbamato
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Phutdhawong y col.*® reportan la adicién de 28-homocastasterona (55) a través del
reactivo de alilo Gringard al grupo carbonilo en C6 seguido de metatesis cruzada de olefina
dio como resultado analogos diméricos. El ensayo de inclinacién de la lamina de arroz

mostré que los analogos diméricos mostraron una bioactividad reducida pero significativa
en comparacion con la 28-homocastasterona.

OH

HO,,,

HO™

HO,,

HO"

57a 228, 23R (20%) HO /  s5ga 228, 23R (67%)
57b 22R, 23R (17%) \  56b22R 23R (57%)

Esquema 17
De los reportes mas recientes, el grupo de investigacién de Rodriguez-Molina®' ha
reportado la sintesis de dimeros con un grupo espaciador fenilo (Esquema 18),
caracterizacién por RMN en estado solido y estudio dinamico de rotores unidos por medio

de interacciones por puente de H, partiendo de diosgenina (2a) como materia prima.

2 0

HO

i) Al(i-PrO)s, ciclohexanona, tolueno,reflujo. ii) H,O,, NaOH, CH,Cl,, MeOH.
iii) NHoNHTs, CH,Cloy/AcOH. iv) 1CgDyl, PAO(P(CgHs)s)4, EtsN, Cul

Esquema 18. Esteroide dimérico a partir de diosgenina, con un grupo espaciador.
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No solo diosgenina ha sido materia prima de eleccion en la obtencion de dimeros,
otras sapogeninas como hecogenina, tigogenina y sarsasapogenina han sido sustratos
debido a su disponibilidad y versatilidad de modificaciones, como la condensacion alddlica
doble catalizada por BF3-Et2O entre sapogeninas esteroides acetiladas y tereftalaldehido
del reporte de lIglesias y colaboradores,®® que condujo a espiroestanoles diméricos

acetilados unidos a través de un resto 1,4-dimetilidenbenceno.

62a H-5c, R= H,H, R;=CHj, Ry= H

62b H-5B, R= H,H, R1=H-, Re= CHj

62c NO H-5 A-5, R= H,H, R1=CH3, Re=H
62d H-50, R= O, R1=CHg, Re=H

Figura 12.

Muy recientemente,> este mismo grupo ha reportado la reduccion con NaBH;CN de
dimeros simétricos mediante 2 rutas diferentes: (a) hidrogenacién del doble enlace bencilico
y (b) apertura reductiva del anillo F de la cadena lateral. Mientras que las rutas a y b
condujeron a dimeros simétricos, la combinacion de ambas vias produjo un dimero

asimétrico 63a-b que lleva diferentes cadenas laterales en cada mitad.

R,

AcO

63a H-50, Ry= H, Ry=CHg,(25R)
63b H-58, R1=CHy, Re= H (259)

OAc

Figura 13.

Los conjugados biesteroides han llamado mucho la atencidén en los ultimos afos,
como lo demuestran la gran cantidad de estructuras reportadas,® que han resultado
interesantes debido a sus destacadas aplicaciones en biologia, medicina y quimica

supramolecular. Sin embargo, hay una caracteristica muy peculiar en biesteroies
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colestanicos o derivados de acidos biliares, la autoorganizacion o autoensamblaje, que se

aborda a continuacion.

2.5 Compuestos esteroidales autoensamblables (self-assembly behaviour)

La construccion de materiales funcionales y sistemas de quimica supramolecular
utilizando moléculas biolégicas como esteroides ha recibido considerable atencion.
Recientemente, se ha incrementado el interés en el disefio y construccién de nuevos nano-
objetos con formas bien definidas. En la década de los anos 60’s se observo que algunos
derivados esteroidales (acidos colico, desoxicdlico, litocdlico y sus sales) eran capaces de
espesar soluciones salinas acuosas.>® Los primeros esteroides capaces de gelar solventes
organicos, 64 y su derivado amino 65, fueron descubiertos en 1979 durante una sintesis

con de derivados de isoandrosterona.*®

o H
%i’\‘)f/ W
HO HO
64 65

Figura 14.

El uso de estas moléculas y sus agregados permitieron el desarrollo de numerosas
técnicas para obtener informacion estructural acerca de los organogeles®” como protocolos

para microscopia electronica, dispersion de neutrones, cristalografia y dicroismo circular.

AA AL A A

ok

~~~—~—

Figura 15. Estructura del hidrogel BPS-n (Wang et.al, 2019).

Actualmente, se ha incrementado el interés en el disefio y la construccién de nuevos
nano-objetos, por ejemplo, nanolistones,*® nanofibras,®® nanocinturones,®® nanotubos,®’ y

varillas®® en tamarfios controlados y predecibles. En una estrategia de autoensamblaje, el
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disefio de moléculas especificas apunta a una estructura termodinamicamente estable
especifica. Una métodologia facil y conveniente para construir estas nanoestructuras bien
organizadas es el control del autoensamblaje supramolecular al alterar ligeramente las
condiciones ambientales, incluida la composicion del disolvente,® la temperatura,® el pH,®

el metal de coordinacion,®® o la irradiacion de luz.®”
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Figura 16. Diferentes arreglos del conjugado POM-esteroidal (Yang et. al. 2016).

Para conseguir el disefio razonado de moléculas biesteroides con comportamiento
self-assembly (CSA) es critico el control sobre dos aspectos elementales: 1) los
requerimientos espaciales necesarios para el autoensamblaje unidimensional de las
moléculas (tomando ventaja de las interacciones intermoleculares no covalentes) para dar
lugar al ordenamiento eficiente de las fibras, y 2) el delicado balance de las interacciones
entre moléculas de biesteroides y del biesteroide con el solvente. El primer aspecto ha sido
abundantemente estudiado y puede controlarse eligiendo apropiadamente grupos capaces

de formar interacciones fuertes y organizadas como los puentes de hidrégeno.

El esqueleto de los esteroides (Figura 17) le confiere rigidez a la estructura y, en el
caso de los isdbmeros trans, adoptan conformaciones planares, lo que provoca que algunos
derivados del colesterol tiendan a formar mesofases en las que la interaccion esteroide-
esteroide, determinada principalmente por interacciones de tipo Van der Waals, dan como

resultado la formacion de ensamblajes macroscoépicos.

gt gt it

trans cuasitrans

Figura 17
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Si bien la presencia de grupos capaces de formar estas interacciones organizadas
que conduzcan a un arreglo unidimensional es ineludible para la formacién de un gel, no es
suficiente, ya que la interaccion con el solvente es un factor insustituible. Por lo anterior, es
dificil predecir cémo las alteraciones en los grupos funcionales afectan la capacidad gelante
0 autoensamblable de estas moléculas biesteroidales o no, debido al delicado balance de

fuerzas intermoleculares que derivan en la formacion del gel.

Debido a sus formas unicas, se ha descubierto que estos nano-objetos tienen
aplicaciones potenciales, por ejemplo, como nanomateriales,®® como soportes para catalisis
selectiva,®® como plantillas para fabricar nanoestructuras unidimensionales;® o como
hidrogeles de relleno de superficie (SFH) basados en péptidos autoensamblables que
liberan nanoparticulas compuestas de microARN y péptidos que ingresan a las células

cancerosas atenuando su firma oncogénica.”’

2/ X /<
Self-assembly y/\ // 0
conditions 4 | : >
N i’/—‘-—, \/_
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. Hydrogel-forming

miRNA-binding miRNA peptide
peptide Nanoparticle Surface-filling hydrogel

Figura 18. Hidrogeles de relleno de superficie (SFH) basados en péptidos autoensamblables.
(Ref.: Nanotechnol. 2021, https.//doi.org/10.1038/s41565-021-00961-w).

2.6 Metodologias y tecnologias facilitadoras. Quimica verde.

La quimica verde se ha constituido como una poderosa orientacion que contribuye a
reducir el impacto ambiental causado por ciertos productos quimicos y a minimizar el flujo
de materia (economia quimica) desde los recursos naturales no renovables hasta los
procesos productivos. El gran impulso de la quimica verde se ha debido, en parte, al
conocimiento de la toxicidad de las sustancias y a la creciente capacidad de crear de forma
selectiva y eficiente solo aquellas sustancias menos toxicas que conservan e incluso
aumentan su eficacia. La quimica combinatoria mostré6 a la comunidad de quimicos
organicos la importancia de la automatizacion y las tecnologias mejoradas que han influido
en la sintesis organica a larga escala.”? Las tecnologias facilitadoras se definen como

técnicas tradicionales o nuevas, cuyo proposito es acelerar las transformaciones sintéticas
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y facilitar el trabajo de preparacion, asi como el aislamiento de los productos. La quimica

sustentable, se basa en minimizar el uso y generacion de sustancias peligrosas.

Las microondas (MW) son una forma no ionizante de energia electromagnética con
frecuencias que van desde 300 MHz a 300 GHz (Figura 19). Esta energia se transmite en
forma de ondas que penetran en la materia e interactia con las moléculas polares para
generar calor. La rotacion dipolar y la conduccién idnica son los principales mecanismos de
transformacioén de la radiacion electromagnética en calor. La energia de microondas actua
directamente sobre las moléculas por conduccion idnica y rotacion de dipolos y, por lo tanto,

solo los materiales polares se pueden calentar en funcidn de su constante dieléctrica.
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Figura 19. Microondas: calentamiento volumétrico interno.

El calentamiento con microondas es causado por la interaccion del campo eléctrico
de radiacion con la materia de manera que va a influir en el comportamiento molecular de
la materia, como la rotacion de dipolos o la migracion de iones. La energia se transmite al
material electromagnéticamente, no es un flujo térmico, es calentamiento volumétrico
porque se calienta a la misma velocidad, por tanto, el tiempo de calentamiento puede ser
reducido a menos del 1% del requerido por un calentamiento convencional. Sus principales
ventajas frente a los métodos convencionales son velocidades de calentamiento rapidas,
tiempos cortos de extraccion-reaccién, proceso limpio de calentamiento que no genera
desechos secundarios y la reduccién del uso de disolventes organicos.”® Este fendmeno se

ha aprovechado a favor de la economia quimica, para facilitar y acelerar los procesos.
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Figura 20. Tecnologias facilitadoras: Microondas y flujo continuo.

Varios fundamentos de la quimica verde son afines a la quimica de flujo continuo
como es el menor consumo de reactivos, y la optimizacion de reacciones aumentando el
rendimiento y disminuyendo la generacion de desechos. Las reacciones en flujo continuo

son mas selectivas, mas seguras y hasta cientos o miles de veces mas rapidas.”

A->->->->->~\

=» = = = = = o=
B

Figura 21. Quimica de flujo continuo: flujo laminar en el capilar.

La "quimica de flujo", a veces denominada "plug flow" o "quimica de flujo continuo",
es el proceso de realizar reacciones quimicas en un tubo o tuberia. Los componentes
reactivos se bombean juntos en una union de mezcla y fluyen por una tuberia o tubo de
temperatura controlada. Esto proporciona algunas ventajas importantes, como reacciones

mas rapidas, productos mas limpios, reacciones mas seguras y facil escalado (Figura 6).”
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Figura 22. Fotoreactor en flujo continuo en “twin serial” para escalamiento.”
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La innovacion en tecnologia sintética requerira la combinacion de dos o mas de
estas tecnologias facilitadoras, provocando que los quimicos sintéticos colaboren mas
estrechamente con el area de materiales y los ingenieros quimicos para crear nuevos
equipos, a través de grupos de trabajo multidisciplinario. En este trabajo de tesis se abordo
el explorar la quimica verde a través de metodologias como las microondas y el flujo
continuo en la busqueda de optimizar la obtencién de los biesteroides simétricos y sus
precursores (mondémeros o productos monosustituidos).

El CSA observado por los nuevos derivados biesteroidales resulta altamente
interesante, lo que motivd su estudio y comprensién. Como consecuencia, este
comportamiento es un atractivo objetivo para disefiar y fabricar nanomateriales funcionales

con diferentes estructuras mediante el control de las formas y tamafios.
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3.1

3 OBJETIVOS

Objetivo General.

Transformar compuestos esteroidales para obtener dimeros esteroidales, enlazandolos a

diversos grupos espaciadores, con posible aplicacion como nuevos materiales.

3.2

Objetivos Particulares.

Obtener los derivados diméricos sapogeninicos y furosténicos utilizando grupos
espaciadores tereftalato y oxalildihidrazina, y estudiar su comportamiento de
autoensamble.

Sintetizar los biesteroides espirostanicos y furosténicos con los grupos espaciadores
descritos, mediante las metodologias convencionales (reflujo) y de quimica verde
(microondas).

Utilizar la quimica de flujo continuo para la optimizacién en la obtencién de los
precursores de los biesteroides.

Elucidar las estructuras de los nuevos derivados obtenidos (precursores y
biesteroides) mediante el empleo de los diferentes métodos fisicos, asi como
espectroscopicos y espectrométricos (RMN, IR, EMAR, RX, SEM, PXRD).
Caracterizar los nuevos materiales (biesteroides) a través de TGA, DSC, TEM y

SEM para estudiar su estabilidad y medir el alcance (escala) del autoensamblaje.
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4 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 actualizacion bibliografica, las
sugerencias de mis directores de tesis, asi como la experiencia en el laboratorio, se planted
una ruta de sintesis de nuevos biesteroides a partir de sapogeninas espirostanicas,
derivados espirostanicos 23-sustituidos, con cadena lateral furosténica y colestanica, asi

como tipo pseudo, como se muestra en el esquema general siguiente:

8a-b

Diosgenina (a) (25R), Ry, Ro,= As
Hecogenina (b) (25R), Ry=H, R,=0
Sarsasapogenina (c) (255), Ry Ro= H

Reactivos y condiciones:

i)Cloruro de tereftaloilo, piridina, reflujo. o

i) BF3-Et,0, Ac,0. jii) KOH EtOH 10%.

jii) AATFA , CH,Cly,BF3OEt, 5 min. OAc

Esquema 19. Ruta de sintesis de biesteroides espirostanicos y apertura regioselectiva de la
cadena lateral.

Las sapogeninas esteroidales se transformaron en los derivados epoxicolesténicos y
furosténicos 4, 5 y 6, los cuales han sido debidamente caracterizados y reportados en la
literatura. Estos derivados fueron funcionalizados para permitir el acoplamiento de un grupo
espaciador y conducir a la obtencion del dimero. Es importante destacar que las
sapogeninas de partida son pertenecientes a las series 25S (sarsasapogenina) y 25R
(diosgenina y hecogenina), lo cual representa una diferencia en cuanto a la reactividad,
derivado principalmente de la diferencia en la fusion de los anillos A y B; la presencia de la
doble ligadura del anillo B en diosgenina provoca una diferencia en la conformacion del
nucleo esteroidal, haciéndola cuasitfrans. La estrategia sintética que se desarroll6 para

obtener los derivados furosténicos 6, y los derivados espirostanicos 23-sustituidos 8 es la
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que se muestra en el Esquema 3, misma que conduce a la obtencion de los precursores de

la primera parte del trabajo de tesis.

Al momento de analizar el mecanismo para la formacion del derivado Epoxicolesteno
4a (ver Esquema 20), la entrada del par de electrones del oxigeno del anillo F de la
diosgenina, provoca que el par electronico del anillo tetrahidrofurano E ataque al aducto
formado por el anhidrido acético-trifloururo de boro, conduciendo a la adicion de un acetato
en C-16 y la formacion de un intermediario (idn oxonio i), mismo que cede un H23 para que
el oxigeno en C26 recupere el par electronico formando una doble ligadura, que por la
entrada del par de electrones del oxigeno del anillo F (generando por segunda vez un ién
oxonio ii) ataca al aducto anhidrido acético-trifloururo de boro para adicionar un acetilo en
dicha posicién, eliminando el H23 para que el oxigeno recupere el par electrénico
conduciendo al derivado con una cadena lateral epoxicolesténica 4a. En particular se
observa que la estereoquimica de C-25 no se ve comprometida por las condiciones de

reaccion. Este mecanismo es plausible para las series 25R y 25S.

ion oxonio i

ion oxonio ii

Eliminacion H-23 y
regenreracion del anillo E

Esquema 20. Mecanismo de obtencién del derivado epoxicolesténico 4a intermediario para

obtener 23-acetilsapogeninas.

Este mecanismo nos permitié6 saber qué condiciones de reaccion eran necesarias
para conducir a la regeneracion del espirocetal, conservando la metilcetona en C-23. El
derivado epoxicolesténico fue tratado en medio basico alcohdlico para regenerar el
espirocetal y conducir a la 23-acetilsapogenina, precursor para la obtencion de dimeros

espirocetalicos 23-sustituidos. Otro biesteroide que se obtuvo fue la bipseudosapogenina,
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mediante la apertura de la cadena lateral de la bidiosgenina a partir de las metodologias

mostradas en el Esquema 19.

La metodologia para obtener dimeros esteroidales con un grupo espaciador con una
union tipo tail-tail mediante un enlace tipo éster, se desarrollé exitosamente por nuestro
grupo de investigacion. Se han hecho, ademas, modificaciones a la metodologia propuesta
precedentemente por nuestro grupo, logrando mejores resultados para obtener dimeros
espirostanicos, en particular de diésteres del acido tereftalico. Primeramente, se probdé con
colesterol como modelo esteroidal, debido a sus caracteristicas anfifilicas, asi como a su
similitud con diosgenina (2a), la cual posteriormente se us6 como materia prima
obteniéndose de igual forma buenos resultados del compuesto bidiosgenina 66a. Los
productos obtenidos de colesterol y diosgenina fueron identificados y caracterizados por

RMN. (ver esquema 6).

R, R,
O, ( ) (o}
Cl Cl
1R, Piridina, reflujo
70 Colesterol 72 Bicolesterol Ry, Ry = A®
71 Colestanol 73 Bicolestanol Ry, Ry = H

Esquema 21. Obtencidon de biesteroides colestanicos.

Para la sintesis se ensayaron diferentes bases y solventes a diferentes temperaturas
(Tabla 1). Se seleccionaron fracciones de colesterol y colestanol como dianas moleculares
debido a la afinidad termodinamica del colesterol por las membranas celulares y su
capacidad para cambiar estas propiedades, por ejemplo, mejorando su durabilidad
mecanica y reduciendo la permeabilidad pasiva;’® otra ventaja de los colestanos es su

rigidez, una caracteristica util en nanoarquitectura.
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Tabla 1. Condiciones de reaccion para obtener biesteroides a patir de 2a y 70*.

Parametro Tiempo Temp Solvente Base Rendimiento
Entrada
a 1h ta Py Py nr
b 2h ta DMF K2CO3 nr
c 24h reflujo THF EtsN 10%
d 2h reflujo Py Py 70%
e 2h reflujo Py Py 80%

*Las condiciones optimizadas se describen en las columnas d y e.
**nr= no reaccion. Entrada a-d= 3 Entrada e= 7a

Table 2. Sefiales de interés de RMN de 'Hy '3C de 72y 73, en ppm.

"H RMN (CDCls) 3C RMN (CDCls)
Senales 5 6 Senales 5 6
H-3, H-3" 4.90 4.96 C-3,C-3’ 75.1 74.9
H-18, H-18" 0.69 0.87 C-18, C-18’ 18.7 12.3
H-19, H-19° 1.07 0.66 C-19, C-19° 19.3 12.0
H-21, H-21" 0.93 0.91 C-21, C-21" 11.8 18.6
Har-Har’ 8.08 8.07 Cipso-Cipso” 137.1 134.4

El resto hidrocarbonado de la cadena lateral le confiere al colesterol una estructura
altamente hidrofébica, mientras que el grupo hidroxilo polar 33 le proporciona una
naturaleza ligeramente anfifilica. Los anillos de ciclohexano fusionados asumen una
conformacion de silla fruncida o cuasitrans mas estable, lo que hace que el colesterol sea
una estructura plana y rigida, ideal para presentar la formacion de agregados tan presentes

en la arquitectura molecular.

D

trans cuasitrans
Figura 23.

Los resultados de estos primeros ensayos y biesteroides colestanicos fueron los

esperados. En la mezcla de reaccion se observaron 2 productos, con diferencia de Rf en
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CCF, que al obtener sus espectros de RMN de 'H y "*C pudimos apreciar que se trataba de
la monosustitucion del grupo espaciador con una unidad esteroidal, y del producto
biesteroidal 72 (Figura 24), con 2 unidades esteroidales unidas al acido tereftalico para dar

ésteres de tereftalato.

Al comparar los espectros de RMN de 'H y *C para los dimeros esteroideos con los
materiales de partida esteroidales, se encontré6 que son casi idénticos, excepto por la
presencia de sefiales del grupo espaciador. Para el espectro de RMN de 'H del bicolesterol,
se observan las sefiales de la aglicona en 2.5 ppm para el H-4 y H-4’, en la regién de 5 ppm
se observan las sefiales multiples de los H-6, H-6' y H-3, H-3’, y hasta 8.05 ppm la sefial

intensa y simple de los H-aromaticos del grupo tereftalato.
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Figura 24. Espectro de 'H a 500 MHz del bicolesterol 72 con expansiones.

Cabe destacar que el patron de acoplamiento del grupo espaciador es caracteristico
de una unidad dimérica simétrica, ya que los H se reconocen como equivalentes debido al
ambiente quimico, generando una unica sefal intensa en la regién de aromaticos (a) en
8.08 ppm en el espectro de RMN de 'H, que integra para 4H, lo que descarta la posibilidad
de la monosustitucién del tereftaloilo (b) en este derivado, donde los H en el anillo aromatico

no serian quimicamente equivalentes (Figura 25).

30

T
0.0



o
<
<~

T T T T T T T T
8.100 8.095 8.090 8.085 8.080 8.075 8.070 8.065

a) Disustitucion en para (molécula simétrica)

b) Monosustitucion del tereftaloilo

Figura 25. Expension del espectro de 'H a 500 MHz del bicolesterol 72.

Los desplazamientos de las sefiales observadas en los espectros de RMN tanto de

"H como de "*C muestran un solo juego de sefiales, que en 'H integran para el doble de H

en las senales correspondientes a la unidad esteroidal. Por lo tanto, es de esperarse que,

si ocurrié el acoplamiento de 2 unidades esteroidales con el grupo espaciador, tendremos

ese patron caracteristico en la regién de aromaticos, lo que es de utilidad en la elucidacion

de los biesteroides.
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Figura 26. Espectro de '*C a 125 MHz del bicolesterol 72 en CDCIl3s con expansiones.



Con la finalidad de comparar las caracteristicas de la fusion de los anillos A/B del
esteroide, se preparo y caracterizo el derivado bicolestanol, el cual presenta un H-58 (Figura
28), lo cual lo hace adoptar una planaridad que podia provocar un comportamiento diferente
ante el fendmeno de gelificacién o autoensamblaje. Sin embargo, cabe resaltar que el
bicolestanol no superé el comportamiento del bicolesterol frente a estimulos del disolvente,

los cuales se discuten mas adelante.

.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz del bicolestanol 73.

Las sefales de la Tabla 2 nos permiten visualizar las diferencias que se hacen notorias por
la diferencia de fusion de los anillos A/B. Las diferencias en la fusién en este sistema son
visibles en los Me-18 que se encuentra unido al C-10 y justo en medio de los anillos A y B.
Estas diferencias hacen que su acomodo en el espacio sea diferente, como consecuencia
de su conformaciéon, que repercute en su ambiente quimico e interacciones
intermoleculares, y en su comportamiento frente al disolvente. Notamos una tendencia

mayor del bicolesterol al autoensamblaje que del bicolestanol.
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Tabla 2. Sefiales de interés de RMN de 'H y °C para los derivados bicolesterol (72) y bicolestanol

(73), en ppm.

"H RMN (CDCls) 13C RMN (CDCl3)
sefnales 5 6 sefnales 5 6
H-3, H-3" 4.90 4.96 C-3,C-3 75.1 74.9
H-18, H-18" 0.69 0.87 C-18, C-18’ 18.7 12.3
H-19, H-19° 1.07 0.66 C-19, C19° 19.3 12.0
H-21, H-21" 0.93 0.91 C-21, C-21° 11.8 18.6
Har-Ha:’ 8.08 8.07 Cipso-Cipso” 137.1 134.4

A continuacién, también se sintetizaron esteroides diméricos de diosgenina (2a),
hecogenina (2b) y sarsasapogenina (2c) en las mismas condiciones descritas en la Tabla
1 entrada e. Estos resultados obtenidos en colesterol y colestanol se replicaron en las
sapogeninas esteroidales, para obtener compuestos que pudieran continuar su

transformacion, principalmente en la cadena lateral.

o

HO'

8a-b

Diosgenina (a) (25R), Ry, Ry,= Ag
Hecogenina (b) (25R), Ry=H, R,=0 i . i L o .
Sarsasapogenina (c) (255), R; R,=H Reactivos y condiciones: /)Cloruro de tereftaloilo, piridina, reflujo. i) BF3-Et;0, Aco0. i) KOH EtOH 10%.

Esquema 22. Obtencién de biesteroides espirostanicos.

Los datos obtenidos de la EMAR del dimero de diosgenina 66a (Figura 29) nos confirma
que el peso molecular del compuesto es caracteristica y consistente para las dos unidades

del esteroide formando un ester tereftalato.
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Observed m/z Int%

959.6414 85.7
Estimated m/z Error[ppm] U.S. c H 0
959.6401 +1.4 19.5 62 87 8

Figura 29. Datos de EMAR para la bidiosgenina 66a.

Los datos de espectrometria de masas son un dato importante en la elucidacion de
biesteroides. El espectro infrarrojo (IR) del dimero de diosgenina (Figura A123) presenta
las bandas caracteristicas para el anillo F de las dos unidades del esteroide que aparecen
aproximadamente a 850, 900, 920 y 985 cm™. Como la intensidad de la sefial en 900 cm™
es menor que la de 920 cm™ se trata de una cadena lateral de la serie "neo" (25R). El
espectro mostro bandas en 1666 cm™ y 1056 cm™ que se asignan a las tensiones de los
enlaces: C=C y C-O respectivamente. Por otra parte, las bandas correspondientes al grupo
espaciador en 1600 cm™ para a un anillo bencénico disustituido. En 1700 cm™ se observa
una banda debida al éster del tereftalato que une las dos unidades del esteroide al grupo

espaciador.

En el espectro de RMN de 'H se observa en 8.0 ppm una sefial intensa y simple
para los H aromaticos del grupo espaciador, debido a la simetria integran para 4H. Se
aprecian ademas las sefales correspondientes a los protones de ambas unidades
esteroidales, las cuales coinciden debido a su equivalencia quimica, ya que la molécula es
simétrica. Las sefiales de los protones cuyo ambiente quimico genera un efecto de
desproteccion para éstos y los hace moverse a frecuencias altas, despegandose de la
montana de sefales, son: la sefial doble del H-6 y H-6’ se distingue en 5.4 ppm; el H-3y H-
3’ se observan en 4.8 ppm como una sefal multiple ancha. La sefal doble de doble de
dobles de los H-16 y H-16" se encuentra en 4.4 ppm. El par de sefiales de los protones
diasterotdpicos en el C-26 y C-26’ se ubican en 3.46 y 3.39 ppm para el H-26e y H-26a
respectivamente, como dos sefiales cuya multiplicidad coincide con las constantes de
acoplamiento de 10.8 Hz para el acoplamiento geminal con el H-26a, de 4.4 Hz para el
acoplamiento con el H-25a y de 2.4 Hz con el H-24e para el H-26e y H-26¢’; y para el H-
26ay H-26a' que presenta una J= 10.8 Hz para su acoplamiento con el H-25a en una sefial
doble de dobles. En 2.4 ppm se observa una sefial doble correspondiente al H-4 y H-4’. Se
aprecian las sefales de los metilos 18 y 18’ en 1.04 ppm; los metilos 21, 21’y 27 , 27’ se
observan como sefales dobles en 0.98 y 0.79 ppm respectivamente. La sefal simple de

los metilos 19 y 19’ se ubica en 0.8 ppm (Figura 31).
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Figura 31. Espectro de 'H a 500 MHz del bidiosgenina 66a con expansiones.

Asi mismo, en el espectro de RMN de "*C, se distinguieron 29 sefales de carbonos
para esta molécula, ya que la molécula es simétrica y en las sefiales existe una equivalencia
quimica. Las sefales del grupo espaciador se muestran en 129.5 ppm para los carbonos

del anillo aromatico en las posiciones orto y meta (C-2,3,5 y 6), asi como las posiciones
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prima (C-2,3,5 y 6’); los C-ipso del anillo aromatico se ubican

desplazamiento caracteristico para este C cuaternario (Figura 32).
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Figura 32. Espectro de '*C a 125 MHz del bidiosgenina 66a en CDCl3 con expansiones.

En las sefales correspondientes a los esteroides, se aprecian los carbonos vinilicos
C-5, C-5y C-6, C-6' en 140.8 y 121.4 ppm. El carbono espirocetalico 22 y 22’ se ubicé en

109.3 ppm, desplazamiento caracteristico para éste. Las sefiales de los carbonos base de
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oxigeno de C-3, C-3’, C-16, C-16’ y C-26, C-26’ se observaron a frecuencias altas hacia
74.8, 80.8 y 66.8 ppm respectivamente.
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Figura 33. Espectro de RMN-HSQC a 600 MHz en CDCl; de Bidiosgenina (66a).

37



El espectro COSY ayudo a la correcta asignacion del espectro de 'H, ya que como
se observa, el H-3 y el H-16 son sefiales muy cercanas, pero el acoplamiento del H-16 con
el H-17 permite distinguir ambas sefales. Se observa también la correlacién entre los H-
26a y H-26e, quienes a su vez correlacionan visiblemente con el H-24e. La correlacion del
H-6 con una sefal del sistema de acoplamiento complejo a frecuencias bajas, indica la
presencia de los H-7 en esa area. Es importe destacar que la sefial simple de los H-
aromaticos no correlaciona con ningun H del resto del espectro. Con los experimentos
bidimensionales HSQC y HMBC (Figuras 33 y 34) se asignaron inequivocamente todas las

senales de carbono.
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Figura 34 Correlaciones (arriba) y espectro de RMN-HMBC a 600 MHz en CDCl; de Bidiosgenina
(66a, abajo).

Asi por ejemplo, los metilos angulares 18, 19 y los carbonos cuaternarios que los
soportan se establecieron con estos experimentos, mediante las correlaciones a un enlace

en el caso del HSQC, e interacciones a dos y tres enlace para el caso del HMBC. En el
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experimento HMBC se confirma que el grupo éster del grupo espaciador correlaciona con
el C-ipso del anillo aromatico; se confirman las sefales de los metilos angulares y de los C-

cuaternarios que los soportan, y que el H-4 correlaciona con los C-3, C-5y C-6.

Se obtuvo el dimero de hecogenina (bihecogenina) el cual fue carecterizado y se
discute a continuacion. Los datos de EMAR son distintivos para un tereftalato de
bisapogenina con una férmula condensada Ce2HssO10 con una masa observada de
990.6619. El espectro infrarrojo (IR) de bihecogenina 66b (Figura A124) presenta las
bandas caracteristicas para el anillo F de las dos unidades del esteroide que aparecen
aproximadamente a 850, 900, 920 y 985 cm™. Mostr6 bandas en: 1672 cm™ y 1056 cm’
que se asignan a las tensiones de los enlaces: C=0 y C-O respectivamente. En 1702 cm™'
se observa una banda correspondiente al éster del tereftalato que une las dos unidades del
esteroide al grupo espaciador. En el espectro de RMN de 'H para la bihecogenina 66b, las
sefiales de los protones cuyo ambiente quimico genera un efecto de desproteccion y los
hace moverse a frecuencias altas, despegandose de la montafia de sefales, son: en 8.06
ppm las sefiales de los H-aromaticos que integra para 4H, el H-3 y H-3’ que se localiza en
4.95 ppm como una sefial multiple ancha. La sefial doble de doble de dobles de los H-16 y

H-16’ se encuentra en 4.34 ppm.
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Figura 36. Espectro de RMN 'H a 500 MHz del bihecogenina 66b con expansiones.
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El par de sefiales de los protones diasterotopicos en el C-26 y C-26’ se ubican en
3.50 y 3.35 ppm para el H-26e y H-26a respectivamente, como dos sefiales cuya
multiplicidad coincide con las constantes de acoplamiento de 10.6 Hz para el acoplamiento
geminal con el H-26a, de 4.4 Hz para el acoplamiento con el H-25a y la sefial multiple para
el H-26e y H-26e’; y para el H-26a y H-26a' que presenta una J= 10.6 Hz para su
acoplamiento con el H-25a en una senal doble de dobles. En 2.53 ppm se observa una
sefal doble de dobles correspondiente al H-11 y H-11’ con una Jgem= 14.2 Hz para el
acoplamiento geminal, y una Js1a-10= 13.2 Hz con el H-10. Se aprecian las sefiales de los
metilos 18 y 18’ en 1.06 ppm; los metilos 21, 21’y 27 , 27’ se observan como sefiales dobles
en 1.08 y 0.78 ppm respectivamente. La sefial simple de los metilos 19 y 19’ se ubica en
0.98 ppm (Figura 36).
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Figura 37. Espectro de RMN-"3C a 125 MHz del bihecogenina 66b.

En el espectro de RMN de 3C, las sefiales del grupo espaciador se muestran en
130.0 ppm para los carbonos del anillo aromatico en las posiciones orto y meta (C-2,3,5y
6); los C-ipso del anillo aromatico se ubican en 134.3 ppm, caracteristico para este C
cuaternario. En las senales de los esteroides, se aprecian los C del ester del tereftalato en
165.2 ppm. El C-espirocetdlico 22 y 22’ se ubico en 109.2 ppm, desplazamiento
caracteristico para éste. Las sefiales de los carbonos base de oxigeno de C-3, C-3’, C-16,
C-16’ y C-26, C-26’ se observaron a frecuencias altas hacia 74.3, 74.3 y 66.8 ppm
respectivamente. Destaca la sefial a frecuencias altas en 213.3 ppm correspondiente al C-
12 y C-12’ (Figura 37).
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Para el dimero de sarsasapogenina (bisarsasapogenina, 66c¢) los datos de EMAR
coinciden para un tereftalato de bisapogenina con una férmula condensada Ce2HgoOg con
una masa observada de 962.6619. El espectro de IR del tereftalato de bisarsasapogenina
se aprecian bandas en: 1269 cm™y 1117 cm™ que se asignan a las tensiones de los enlaces
C-O-C y C-O respectivamente, (Figura A125). En 1718 cm™ se observa una banda

correspondiente al éster del tereftalato C=0-0.

0.5

8270 L
66'0\ ), 0S°S
IO'T\ __gf €2°S
YO I~ -- s 9091 2

80°T '
60"[f \
\ ~$8°09

1.5

2.0

2.5

3.0

T€€e— \ H26a, H26a’ /8T
<6 c— N H26e, H26€’ L8°T| o
<
H
v v— \ H16 H16’ 00| ve
<=
L <2
9€°'S— S H3, H3’ *%[’ SO'Z_ -

6.5

7.0

7.5

8.0

Ar TI1°'8— S6°€

8.5

Figura 39. Espectro de RMN 'H a 500 MHz del éster de Bisarsasapogenina (66c).

41



En el espectro de RMN de 'H de la bisarsasapogenina 66c, las sefiales de los
protones con un ambiente quimico que los hace moverse a frecuencias altas,
despegandose de la montafia de sefiales son: en 8.11 ppm una sefial intensa y aguda de
los H-aromaticos que integra para 4H, el H-3 y H-3’ que se localiza en 5.36 ppm como una
sefal multiple ancha. La sefal doble de doble de dobles de los H-16 y H-16’ se encuentra
en 4.42 ppm. El par de senales de los protones diasterotopicos en el C-26 y C-26’ se ubican
en 3.95 y 3.31 ppm para el H-26e y H-26a respectivamente, como dos sefiales cuya
multiplicidad coincide con las constantes de acoplamiento de 10.6 Hz para el acoplamiento
geminal con el H-26a, de 4.4 Hz para el acoplamiento con el H-25a y la sefial multiple para
el H-26e y H-26e’; y para el H-26a y H-26a' que presenta una J= 10.6 Hz para su
acoplamiento con el H-25a en una sefal doble de dobles. Se aprecian las sefiales de los
metilos 27,27’y 19y 19’ en 1.09 y 1.04 ppm; en 1.0 ppm la sefial doble del metilo 21,
21’, y por ultimo en 0.78 ppm la senal del metilo angular 18 y 18’ (Figura 39).

En el espectro de RMN de '*C, se aprecian las sefales del grupo espaciador en
129.4 ppm para los carbonos del anillo aromatico en las posiciones orto y meta (C-2,3,5y
6), asi como las posiciones prima (C-2',3',5’ y 6’); los C-ipso del anillo aromatico se ubican
en 134.7 ppm, desplazamiento caracteristico de este C cuaternario, ademas se aprecian
los carbonos del ester del tereftalato en 165.1 ppm. En las sefiales correspondientes a las
unidades esteroidales el carbono 22 y 22’ se ubicd en 109.7 ppm, desplazamiento
caracteristico del espirocetal presente en la sapogenina. Las sefales de los carbonos base
de oxigeno de C-3, C-3’, C-16, C-16’ y C-26, C-26’ se observaron a frecuencias altas hacia
71.9, 80.9 y 65.1 ppm respectivamente (Figura 40).
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Los experimentos bidimensionales heteronucleares como el HSQC (Figura 41) fueron
utiles para asignar inequivocamente todas las sefiales de carbono. Los metilos angulares
18, 19 y los carbonos cuaternarios que los soportan se establecieron con este experimento,
ya que a diferencia de los espectros y acoplamientos en la serie 25R, en este caso el Me-
18 en el 'H se encuentra a frecuencia baja. Permitié ademas apreciar que la sefial de los C
del anillo aromatico del grupo espaciador correlaciona con la sefal de los H del anillo

aromatico.
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4.1 Obtencion de bi-23-acetilsapogeninas.

La obtencion de los derivados bi-23-acetilsapogeninicos se realiz6 a partir del
precursor epoxicolestano, que se traté en medio basico para regenerar el espirocetal, con
la metilcetona en C-23, cuya metodologia esta descrita en la literatura.’®® Se realizé la
obtencioén de los derivados 67a y 67b, ya que no fue posible trabajar con sarsasapogenina
para obtener 23-acetilsarsasapogenina, por la dificultad de conseguirla en cantidad

suficiente.

Los datos de espectrometria de masas son un dato importante en la elucidacion de
biesteroides, para corroborar el peso molecular del compuesto, donde el espectro de 67a

es consistente mostrando una masa de 1043.6609 (Figura 42).

Observed m/z Tt%
1043.6609 41.2

Estimated m/z Error[ppm] U.S. c H 0
1043.6612 -0.3 21:5 66 91 10

Figura 42. Datos de HRMS de 67a.

El espectro infrarrojo (IR) del dimero de 23-acetildiosgenina (Figura A126) presenta
las bandas caracteristicas para el anillo F de las dos unidades del esteroide que aparecen
aproximadamente a 732, 942, 1012 cm™. El espectro mostré una banda en 1695 cm™ que
se asigna a la tension de los enlaces: C=0 y C-O. Por otra parte, las bandas
correspondientes al grupo espaciador en 1452 cm™ para la banda de tension de C=C del
anillo, y 1600 cm™ para un anillo bencénico disustituido. En 1715.6 cm™ se observa una

banda del éster del tereftalato que une las dos unidades del esteroide al grupo espaciador.

En el espectro de RMN de 'H de 67a se observa en 8.0 ppm una sefial intensa y
simple para los H aromaticos del grupo tereftalato, que debido a la simetria y equivalencia
quimica integran para 4H. A frecuencias bajas se aprecian ademas las sefales
correspondientes a los protones de ambas unidades esteroidales. La senal doble del H-6 y
H-6’ se distingue en 5.42 ppm; el H-3 y H-3’ se observan en 4.88 ppm como una sefal
multiple ancha. La sefal doble de doble de dobles de los H-16 y H-16’ se encuentra en 4.44
ppm. El par de senales de los protones diasterotopicos en el C-26 y C-26’ se ubican en
3.50 y 3.46 ppm para el H-26e y H-26a respectivamente, como dos sefiales cuya

multiplicidad coincide con las constantes de acoplamiento de 10.8 Hz para el acoplamiento
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geminal con el H-26a, de 4.4 Hz para el acoplamiento con el H-25a y de 2.4 Hz con el H-
24e para el H-26e y H-26€’; y para el H-26a y H-26a' que presenta una J= 10.8 Hz para
su acoplamiento con el H-25a en una sefal doble de dobles. En 2.65 ppm la sefial que
integra para 2H, se asigno a H-23a y H23a’, se presenta una sefal doble con una J23.245=12
Hz.
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Figura 44. Espectro de RMN-'H a 600 MHz del éster de Bi-23-acetildiosgenina (67a).
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En 2.46 ppm se observa una sefal doble de doble de dobles correspondiente que

integra para 2H, com J24a24e= 13 Hz, J24a23a= 13 Hz, Jo4a2se= 5 Hz, para el H-24a y H-24a'. En 2.21

se observa una sefal intensa y simple que integra para 6H y que pertenece al metilo del

CH3CO-23. Se aprecian las sefiales de los metilos 18 y 18’ en 1.07 ppm; los metilos 21, 21’

y 27,27’ se observan como sefales dobles en 0.98 y 0.87 ppm respectivamente. La sefial

de los metilos 19y 19’ se ubica en 0.68 ppm (Figura 44). Este desplazamiento del Me-27 y

Me-19 a frecuencias bajas -con respecto a 66a que es el espirostano no sustituido- se

presume sea debido a la presencia de la metilcetona en el C-23.
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Asimismo, en el espectro de RMN de *C, se muestran las sefiales de los carbonos
de esta molécula, ya que la molécula es simétrica y en las sefiales existe una equivalencia
quimica. Las sefales del grupo espaciador se muestran en 129.5 ppm para los carbonos
del anillo aromatico en las posiciones orto y meta (C-2,3,5 y 6), asi como las posiciones
prima (C-2,3,5" y 6’); los C-ipso del anillo aromatico se ubican en 134.4 ppm,
desplazamiento caracteristico para este C cuaternario; la sefial en 165 ppm corresponde al
C=0 del éster del grupo tereftalato. En las sefales correspondientes a los esteroides, se
aprecian los carbonos del acetilo en 210.4 ppm para el C-23" y C-23"; los carbonos vinilicos
C-5, C-5’y C-6, C-6’ estan presentes en 139.6 y 122.5 ppm. El carbono espirocetalico 22 y
22’ se ubicd en 108.1 ppm, desplazamiento caracteristico. Las sefales de los carbonos
base de oxigeno de C-3, C-3’, C-16, C-16’ y C-26, C-26’ se observaron a frecuencias altas
hacia 75.2, 81.1 y 66.2 ppm respectivamente. En 55.1 ppm, se encuentra el C-23 y C23’,
base del acetilo (Figura 45).
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Figura 46. Espectro de RMN-HSQC a 600 MHz del éster de Bi-23-acetildiosgenina (67a).

Con los experimentos de 2D heteronucleares HSQC y HMBC (Figuras 46 y 47) se
asignaron inequivocamente todas las sefiales de carbono. Asi por ejemplo, en el caso de
la sefal del H-24a que se despega de la montafa de sefales, fue posible asignar el C-24

ala sefial en 38.5 ppm en el espectro de °C. La sefial del C-23 en 55.1 ppm base del acetilo
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correlaciona con el H-23 que se observa en 2.65 ppm. Los metilos angulares 18, 19 y los
carbonos cuaternarios que los soportan se establecieron con estos experimentos, mediante
las correlaciones a un enlace en el caso del HSQC, e interacciones a dos y tres enlace para
el caso del HMBC, donde se confirma que el grupo éster del grupo espaciador correlaciona
con el C-ipso del anillo aromatico; se confirman las sefales de los metilos angulares y de

los C-cuaternarios que los soportan.
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Figura 47. Espectro de RMN-HMBC a 600 MHz del éster de Bi-23-acetildiosgenina (67a).
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Se obtuvo el dimero de la 23-acetilhecogenina (bi-23-acetilhecogenina, 67b) cuya
elucidacion espectroscépica se discute a continuacion. Los datos de EMAR son distintivos
para un tereftalato de bi-23-acetilsapogenina con una formula condensada CesHgoO12 con
una masa observada de 1074.4144. El espectro infrarrojo (IR) de 67b presenta las bandas
caracteristicas en 1685 cm™ y 1045 cm™ que se asignan a las tensiones de los enlaces:
C=0 y C-O respectivamente, En 1685 cm™ una banda intensa para la tensién de
estrechamiento para el acetilo en C-23 (stretching C=0, C-0). En 1701 cm™ se observa
una banda correspondiente al éster del tereftalato que une las dos unidades del esteroide
al grupo espaciador. En 2957 cm™ se encuentran las bandas para (CHs;—, —CH,-) (Figura
A127).

En el espectro de RMN de 'H para la bi-23-acetilhecogenina 67b, las sefiales de los
protones cuyo ambiente quimico genera un efecto de desproteccion y los hace moverse a
frecuencias altas, despegandose de la montana de sefiales. En 7.56 ppm las sefial intensa
y simple de los H-aromaticos que integra para 4H. La sefial doble de doble de dobles de los
H-16 y H-16" se encuentra en 4.44 ppm; y a frecuencias mas bajas el H-3 y H-3’ que se

localiza en 3.81 ppm como una sefal multiple ancha.

El par de sefiales de los protones diasterotopicos en el C-26 y C-26’ se ubican en
3.54 y 3.44 ppm para el H-26e y H-26a respectivamente, como dos sefiales cuya
multiplicidad coincide con las constantes de acoplamiento de 10.6 Hz para el acoplamiento
geminal con el H-26a, de 4.4 Hz para el acoplamiento con el H-25a y la sefial multiple para
el H-26e y H-26e’; y para el H-26a y H-26a' que presenta una J= 10.6 Hz para su
acoplamiento con el H-25a en una sefial doble de dobles. En 2.78 ppm se encuentra la
sefal multiple para el H-23 y H-23'; y casi solapada en 2.73 ppm con una multiplicidad como
doble de dobles se asigno la sefal al H-17 y H-17’. La sefal en 2.33 ppm se observa la
sefal simple del metilo en C-23%2 y C-23%. Se aprecian las sefales de los metilos 18 y 18’
en 0.90 ppm; los metilos 21, 21’y 27 , 27’ se observan como sefiales dobles en 1.37 y 0.71
ppm respectivamente. La sefial simple de los metilos 19y 19’ se ubica en 0.82 ppm (Figura
49).
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Figura 50. Espectro de RMN '*C a 125 MHz del bi-23-acetilhecogenina 67b en Piridina-ds.

En el espectro de RMN de C, se aprecian las sefiales del total de carbonos para
esta molécula, aunque como es caracteristico de los biesteroides simétricos, se aprecia un
solo juego de sefiales debido a la equivalencia quimica. Las sefiales del grupo espaciador
se muestran en 129.9 ppm para los carbonos del anillo aromatico en las posiciones orto y
meta (C-2,3,5 y 6), asi como las posiciones prima (C-2’,3',5" y 6’); los C-ipso del anillo
aromatico se ubican en 135.1 ppm, desplazamiento caracteristico para este C cuaternario.
En las senales correspondientes a los esteroides, se aprecian los carbonos del ester del
tereftalato en 165.2 ppm. El carbono espirocetalico 22 y 22’ se ubicdé en 108.2 ppm,
desplazamiento caracteristico para éste. Las sefales de los carbonos base de oxigeno de
C-3, C-3, C-16, C-16’ y C-26, C-26’ se observaron a frecuencias altas hacia 70.0 79.7 y
66.0 ppm respectivamente. Destacan las sefales a frecuencias altas para el C del C=0 del
acetilo en C-23" y C-23" en 208.8 ppm, asi como la sefial en 212.3 ppm correspondiente al
C-12y C-12’ (Figura 50).
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Figura 51. Espectro de RMN COSY a 500 MHz del bi-23-acetilhecogenina 67b en Piridina-ds.

En este caso en particular, el espectro COSY fue de gran ayuda para asignar el
espectro de "H correctamente, ya que fue posible ver que las sefiales traslapadas en 2.78
y 2.73 se acoplan a diferentes H, pero que la integral muestra que equivalen a 4H. Es
posible advertir que de esas dos sefales traslapadas, una correlaciona con H-16, H-16’,
pudiendo asignarla al H-17, H-17’, que ademas se acopla con H-20, H-20’ que se encuentra
en la montafa de sefiales. La otra sefal correspondiente a H-23, H-23’ correlaciona con H-

24a, H24a’ que también se encuentra en la montafia de sefiales (Figura 51).
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Figura 52. Espectro de RMN HSQC a 500 MHz del bi-23-acetilhecogenina 67b en Piridina-ds.

Con esta informacion del espectro COSY fue mas sencillo asignar el espectro de
3C por su correlacion con las sefiales del 'H en el espectro HSQC (Figura 52), donde fue
posible distinguir que las sefiales traslapadas en 2.78 y 2.73 correlacionan con sefales que

fueron asignadas a los C-23 y C-17; y muy cerca se encuentra el C-14.
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Se intento cristalizar el derivado 67b, sin embargo, no fue posible obtener cristales,
presumiblemente porque el autoensamblaje fue el fendmeno dominante. De un crudo de
reaccion se obtuvieron cristales que en un principio sospechamos podria tratarse del
derivado dimérico, pero al enviar la muestra a Rayos-X y obtener el resultado de la

difraccion, resulté ser materia prima hidratada, como se muestra en la Figura 53.

Cristalograficamente hay un interés, es que se trata de un hemihidrato. Lo que esta
ya reportado es el monohidrato de la misma molécula, con una estructura cristalina muy
diferente. Esto podria indicar que los puentes de hidrégeno inducidos por el agua interfieren

en la dimerizacion, e impiden la obtencion del biesteroide.
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Figura 53. Estructura molecular de 23-acetilhecogenina 8b, con elipsoides de desplazamiento
al nivel de probabilidad del 20%.
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Una vez que obtenidos los compuestos biesteroidales sapogeninicos y los 23-
sustituidos, y haber realizado su elucidacion, es posible comparar los datos de RMN que se
condensan en la Tabla 3 y 4. En todos los compuestos, al calcular la relacion de integracion
de la sefial singlete alrededor de 8 ppm perteneciente al grupo espaciador, esta sefal se
integra para 4 H, mostrando que el anillo aromatico esta disustituido simétricamente, como
se muestra para 66a (Figura 31). De manera similar, el metino H-3 se desplaza a altas
frecuencias, lo que confirma la formacion del éster en C3 y C3' para todos los casos. Se
pueden observar cambios mas sutiles en los desplazamientos, por ejemplo los protones
metilo C-19 presentan un ligero desplazamiento a mayor frecuencia (0.06 ppm 5; 0.07 ppm
66a; 0.07 ppm 67a; 0.06 ppm 66b; 0.04 67b, Tabla 3), esto se debe a la presencia del éster
como grupo espaciador. Aunque se esperaria que la rotacion libre minimice este efecto, el
impedimento estérico generado por las fracciones esteroidales hace que estos protones se
organicen bastante cerca del oxigeno del carbonilo del éster de tereftalato, lo que genera
un efecto de proteccion (Figura 3). En el espectro 'H-NMR de 67b, se observa un singlete
a 2,35 ppm perteneciente al H del CH3 de posicién 23”; en el espectro de RMN- °C, la sefal

en 208,8 ppm se asigna al grupo C=0 en C23™ (Figura 4).

Tabla 3. Sefiales de interés de RMN- 'H de 66a-c y 67a-b en ppm.

sefales 66a* 66bx* 66c* 67ax* 67b«
H-3, H-3" 4.91 4.95 5.36 4.80 3.81
H-6, H-6" 5.44 5.34
H-18, H-18" 0.80 1.06 0.78 0.61 0.90
H-19, H-19° 1.10 0.98 1.04 1.00 0.82
H-21, H-21" 0.99 1.08 1.00 0.92 1.37
H-26a, H-26a" 3.38 3.35 3.31 3.36 3.44
H-26e, H-26¢e" 3.48 3.50 3.95 3.43 3.54
H-27, H-27" 0.79 0.78 1.09 0.80 0.71
Har-Har’ 8.08 8.06 8.11 8.01 7.56
+en CDCl3
«en Py-ds
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Tabla 4. Sefiales de interés de RMN- '°C de 66a-c y 67a-b en ppm.

sefales 66a* 66b* 66c* 67ax* 67ba
C-3,C-3’ 75.2 74.3 71.9 75.2 70.0
C-5,C-5° 139.5 - - 139.6 -
C-6, C-6° 122.7 - - 122.5 -
C-18, C-18’ 16.2 16.0 16.0 16.2 12.7
C-19, C-19° 19.3 171 24.0 19.4 16.9
C-21, C-21° 14.4 13.2 14.3 14.2 14.3
C-22, C-22° 109.5 109.2 109.7 108.1 108.2
C-23, C-23° 31.3 314 - 29.8 29.8
C-26, C-26° 66.9 66.8 65.1 66.2 66.0
C-27, C-27° 171 11.9 16.5 17.0 17.8
Cipso-Cipso” 134.4 134.3 134.7 134.4 135.1
+en CDCls
sen Py-ds

Las estructuras cristalinas de los dimeros de sapogeninas brindan informacion para
resolver problemas estructurales que estaran sujetos a las caracteristicas estructurales del
esqueleto esteroidal y como se vincula con el grupo espaciador (cola con cola o cabeza con
cabeza). Debe considerarse que la informacion de fondo de la estructura cristalina de la
difraccién de Rayos X puede ser util para dar una idea de la estructura de los agregados
supramoleculares en soluciones acuosas.”” El ejemplo publicado méas recientemente se
relaciona con la estructura de un esteroide dimérico con la cadena lateral espirostanica y el
anillo abierto A en una disposiciéon de cola con cola unida.’’ Ademas del ultimo articulo
mencionado, hasta donde identificamos, solo Bertolasi et al.,”® Bai et al.,”® Ghosh et al.® y

Dias et al.?!

han registrado estructuras cristalinas de un dimero de acido biliar, un
ciclodimero de acido biliar y un ciclotrimero derivado de desoxicolato, respectivamente.

A pesar de multiples intentos por cristalizar los dimeros obtenidos, solo fue posible lograr la
estructura cristalina del compuesto 67a, los intentos de cristalizacion de los otros
compuestos no tuvieron éxito, quizas debido a su tendencia a autoensamblarse en solucion.
Para el caso del compuesto 67a, la estructura monocristalina esta de acuerdo con los datos
de RMN y muestra que el anillo de tereftalato central esta simétricamente sustituido por dos
restos esteroidales, con los grupos éster dispuestos en una conformacion anti (Figura 54) .
Sin embargo, el punto medio del anillo de benceno central es un centro de inversién no
cristalografica, ya que la molécula es quiral. La extension total de la molécula es de
alrededor de 39 A, y las moléculas estan empaquetadas en estado sélido de tal manera
que se alinean en una sola direccién, [1 0 -1], como se observa en el recuadro en la Figura

54.
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Figura 54. Estructura molecular del derivado bisteroide 67a, con elipsoides de desplazamiento al
nivel de probabilidad del 20%. El recuadro muestra una parte de la estructura cristalina, vista desde
el eje b cristalografico, utilizando una representacion de spacefill. Las moléculas grises se generan
a partir de la unidad asimétrica mediante traslaciones reticulares, mientras que las moléculas verdes
se generan mediante el eje de 21 en el grupo espacial P21.

Sin embargo, la estructura de empaquetamiento no es eficiente, como se refleja en el
indice de empaquetamiento de Kitaigorodskii bastante bajo de 0.61,%% y hay grandes vacios
que contribuyen a aproximadamente el 5% del volumen del cristal. Aparentemente, estos
vacios no se llenan con disolvente desordenado, ya que el procedimiento SQUEEZE no

mejora significativamente el refinamiento de la estructura.®
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4.2 Estabilidad térmica de ésteres biesteroides de acido tereftalico

Dentro del grupo de técnicas de analisis térmico® se encuentran: el Andlisis
Termogravimétrico (TGA) y la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), con las cuales se
determina el cambio de las propiedades fisicas de los compuestos quimicos y materiales
en funcién de la temperatura o el tiempo. El analisis termogravimétrico (TGA) se usa para
caracterizar las propiedades fisicas y quimicas de los materiales, en funcién de la
temperatura en una atmodsfera controlada de forma precisa. Este método proporciona
informacion valiosa para el control de calidad, el desarrollo y la investigacion.® El analisis
termogravimétrico (TGA) se utiliza de forma generalizada con DSC, TMA y DMA. El TGA
mide la masa de una muestra mientras esta ultima se calienta o se enfria en una atmésfera
definida. EI TGA se usa principalmente para la caracterizacion de materiales en lo que
respecta a su composicion. Un instrumento de TGA/DSC le permite medir incluso eventos
térmicos que no provocan un cambio de masa, como la fusion, la transicion vitrea u otro
tipo de transiciones de fase sélido-solido. Por esta técnica pueden determinarse: el % de
pérdida de peso por descomposicion, por deshidratacion, por pérdida de disolvente, etc.
También puede determinarse la estabilidad térmica u oxidativa, la descarboxilacion y la
piroliis.

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), proporciona informacion sobre los
efectos térmicos, los cuales son caracterizados por un cambio en la entalpia y por un
intervalo de temperatura cuando la muestra se calienta o se enfria. Dichos cambios
comprenden: la fusion, la cristalizacion, la ebullicion, la sublimacion, las transiciones vitreas,
las transformaciones polimoérficas, entalpias de fusion, la capacidad calorifica, el % de
pureza, el % de cristalinidad, la compatibilidad en formulaciones (principio activo y
excipientes), etcétera.®® Ambas técnicas requieren de muestras sélidas o liquidas.

Se analizaron los diferentes derivados biesteroidales colestanicos, espirostanicos y
espirostanicos 23-sustituidos para determinar sus caracteristicas térmicas. El analisis de
estabilidad térmica de los biesteroides permitié corroborar la estabilidad de los compuestos
ante cambios en el flujo de calor en funcion de la temperatura o el tiempo. Los puntos de
fusion que medimos para los biesteroides son 317-320 °C para 66a y 269-270 °C para 67a,
con presencia de opacidad. A su vez, se evaluaron los analisis de estabilidad térmica de
estos compuestos a altas temperaturas mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)

y analisis termogravimétrico (TGA, Figura 56).
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Los estudios de calorimetria demostraron que las muestras sélidas no contienen moléculas
de solvente dentro de la estructura y se pudo observar que las muestras de los compuestos
analizados son altamente estables debido a que no se detectaron transiciones de fase al

calentar las muestras.

El analisis de calorimetria diferencial de barrido del compuesto Bicolesterol (72), al
calentar de temperatura ambiente a 300 °C, donde se observé el inicio de una transicién
endotérmica, alcanzando un pico a 242.1 °C. Esta endoterma coincidié con la temperatura
de fusiéon de 72 y no presenta transiciones en el transcurso del calentamiento. Este tipo de
comportamiento observado de este biesteroide es congruente con las propiedades de

estabilidad térmica caracteristicas para compuestos colestanicos.

DSC Purity
Purity  98.218 +/- 8.6592-03 mol%
T Fusion 242.14 °C

Ibcok-2, 29.08.2019 18:01:03
cal-2, 2.0900 mg

1/F Plot

T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 min

Figura 55. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de Bicolesterol (72).

En el caso del compuesto 66a, al calentar de temperatura ambiente a 317.6 °C,
donde se observo el inicio de una transicién endotérmica, alcanzando un pico a 320.0 °C.
Esta endoterma coincidié con la temperatura de fusién de 66a tal como se observo

experimentalmente.
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Figura 56. Calorimetria diferencial de barrido (DSC, arriba). Analisis termogravimétrico (TGA,

abajo) de Bidiosgenina 66a.

En el caso de 67a se observo la transicion endotérmica al calentar desde
temperatura ambiente hasta 269.0 °C, momento en el cual se observé el inicio de una
transicion endotérmica, alcanzando un pico a 270.0 °C. Esto puede deberse a que el equipo
puede detectar cualquier cambio que altere el flujo de calor hacia y desde la muestra. Esto
incluye mucho mas que solo las transiciones vitreas y la fusion. Puede ser consecuencia
de transiciones de estado solido, como los puntos eutécticos, fusion y conversiones de
distintas fases cristalinas, como formas polimorficas, cristalizacion y recristalizacion, o

pérdida de solventes (Figura 57).
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Figura 57. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de Bi-23-acetildiosgenina 67a.

El analisis termogravimétrico no mostré pérdida de peso desde temperatura
ambiente hasta 350 °C, por lo que lo observado en el DSC no corresponde a perdida de
solvente. Tampoco se present6 en ninguno de los derivados antes de alcanzar el punto de

fusion (Figura 58).
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Figura 58. Analisis termogravimétrico (TGA) de Bi-23-acetildiosgenina 67a.

En el caso del compuesto 66b, al calentar de temperatura ambiente a 300.0 °C,

donde se observo el inicio de una transicién endotérmica, alcanza un pico a 259.6 °C. Esta
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endoterma coincidio con la temperatura de fusion de 66b y muestra un porcentaje de pureza

de 98.8%, como observamos en el DSC de la Figura 59.

b -1, 02.09.2019 15:44:27 DSC Purity
DH-1, 1.9200 mg Purity 98.897 +/- 15.912e-03 mol%
T Fusion 259.63 °C

5 1/F Plot
W 260 -]

258 -|

256 -|

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 °C
. ! ! ! | ! ! !

Figura 59. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de Bihecogenina 66b.

En el caso del compuesto 67b, al calentar de temperatura ambiente a 300.0 °C,
donde se observo el inicio de una transicion endotérmica, alcanza un pico a 243.1 °C. Esta
endoterma coincidié con la temperatura de fusion de 67b de 241°C y muestra un porcentaje
de pureza de 98.5%, como observamos en el DSC de la Figura 60. Es necesario resaltar
una transicién vitrea (Tg) en 127.34°C, aunque el material continua siendo sélido aun sin
fundir. Esta escribe la region de temperatura donde las propiedades mecanicas de los

materiales cambian de duras y quebradizas a mas suaves, deformables 0 gomosas.
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23aH_1, 30.08.2019 15:58:27

23aH_1, 2.3500 mg
Glass Transition
Onset 127.34 °C
Midpoint  129.51 °C

DSC Purity
Purity 98.558 +/- 10.635e-03 mol%
T Fusion 243.17 °C

2 i 1/F Plot
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Figura 60. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de Bi-23-acetilhecogenina 67b.

Muchos materiales como polimeros, por ejemplo, termoplasticos, termoestables,
cauchos, etc. generalmente estan compuestos de estructuras amorfas y cristalinas. Esto
significa que muchos polimeros exhiben tanto una temperatura de transicion vitrea, Tg,
como una temperatura de fusion. La temperatura de transicion vitrea (Tg) es mas baja que
la temperatura de fusion de un material cristalino. El derivado Bi-23-acetilhecogenina 67b
es el unico que muestra este comportamiento.

En el caso del compuesto 66c¢, al calentar de temperatura ambiente a 300.0 °C,
donde se observo el inicio de una transicion endotérmica, alcanza un pico a 270.5 °C. Esta
endoterma coincidié con la temperatura de fusion de 66¢ de 271°C y muestra un porcentaje

de pureza de 97.1%, como observamos en el DSC de la Figura 61.

DSC Purity
Purity  97.131+/- 13.281e-03 mol%
TFusion 270,59 °C

S-1, 02.09.2019 14:33:00
S-1, 3.0200 mg

1/F Plot

W 275
270-|
265

260

Figura 61. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de Bisarsasapogenina 66c.
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4.3 Autoensamblaje de los biesteroides estimulado por disolventes.

Tal como se abordd en los antecedentes, en el comportamiento de autoensamblaje
(self-assembly) es critico el control sobre dos aspectos imprescindibles: 1) los
requerimientos espaciales necesarios para el autoensamblaje unidimensional de las
moléculas (tomando ventaja de las interacciones intermoleculares no covalentes) que
genere el ordenamiento eficiente de las fibras; y 2) el delicado balance de las interacciones
entre moléculas de biesteroides y del biesteroide con el disolvente. El primer aspecto logra
controlarse eligiendo apropiadamente grupos capaces de formar interacciones fuertes y

organizadas como los puentes de hidrogeno.

El esqueleto de los esteroides le confiere rigidez a la estructura y, en el caso de los
isébmeros trans, adoptan conformaciones planares, lo que provoca que algunos derivados
del colesterol (cuasitrans) tiendan a formar mesofases en las que la interaccion esteroide-
esteroide, determinada principalmente por interacciones de tipo Van der Waals, dan como
resultado la formacion de ensamblajes macroscopicos con una alta capacidad gelante.®
Sin embargo, la presencia de esos grupos no es suficiente, ya que la interaccion con el
disolvente es un factor irreemplazable y determinante, como lo pudimos corroborar en
nuestros resultados. A lo largo del trabajo de tesis, fuimos notando la influencia del
disolvente en la aparicién de estructuras macroscopicas supramoleculares segun el tipo de
disolvente que estuviera presente, ya sea puro ¢ si se trataba de una mezcla, con la

formacion de hilos y membranas.
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Figura 61. Hilos y membranas de Bidiosgenina 66a.

Con el objetivo de controlar y reproducir la formacion de estos hilos 0 membranas,
realizamos diversos ensayos para estudiar mejor estas caracteristicas de los biesteroides,

cuyos detalles se describen en el apartado de desarrollo experimental.

Las morfologias de los agregados de derivados de bidiosgenina (66a) se analizaron
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) para explicar las estructuras
supramoleculares de tales derivados de biesteroides en la progresion del autoensamblaje.
En contacto con el sistema hexano/acetato de etilo, el dimero funcionalizado se
autoorganiz6 en una capa no permeable, no porosa, ya que se observé la formacién de
agregados en forma de membrana del compuesto biesteroidal (Figura 61). La imagen SEM
de los agregados de 66a se muestra en la Figura 62a. Un fendmeno digno de mencién fue
que el bisteroide mostré diferentes morfologias de respuesta a disolventes en medios no
polares, polares y mixtos, que involucran agregados en forma de hebras y membranas, lo

que explicaba la dificultad de solubilizar estos biesteroides una vez que se autoroganizan.

63c

En el reporte de Yang,""° el autor trabajé con colesterol, mostrando que la estructura
molecular y los componentes de la solucion afectan el nivel de agregacién. De su trabajo
extraemos que el motor para la obtencién de estructuras de orden superior es el
autoensamblaje de los gelificantes de bajo peso molecular mediado por interacciones no
covalentes, como las fuerzas de Van der Waals. Este estudio afirmé que el colesterol
mantiene un esqueleto rigido y plano junto con la tendencia a formar agregados via
interacciones de Van der Waals, que facilitan la formacion de estructuras supramoleculares
bien definidas. El conjugado de colesterol POM puede autoensamblarse en diferentes
estructuras fibrosas en solucion mixta o acetona a través de los efectos sinérgicos entre las
fuerzas de Van der Waals de los residuos de colesterol y las interacciones electrostaticas

entre los grupos POM. Yang también establecié que la polaridad del solvente también
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puede ser crucial y favorable para modular estructuras supramoleculares, donde la
constante dieléctrica ¢* se emplea para evaluar la polaridad del solvente. Yang reporta en
su trabajo que, en la solucion de acetona, las interacciones de van der Waals entre los
residuos de colesterol se reducen considerablemente, debido a que la solubilidad de los
residuos de colesterol disminuye significativamente en acetona (¢°= 20.70). En el sistema
CH2CI>-CH3OH con una constante dieléctrica de disolventes mixtos (e°=13.02), las
interacciones de van der Waals entre los residuos de colesterol se debilitan
significativamente debido a la solubilidad de los residuos de colesterol en diclorometano
(e*= 9.08). Es por ello que la polaridad del disolvente tiene un papel fundamental en la
regulacion de la morfologia del proceso de autoensamblaje. Estos resultados explican
satisfactoriamente a nivel molecular por qué la estructura supramolecular de los
biesteroides (72-73, 66a-c, 67a-b) en hexano-AcOEt y AcOEt puro esta mejor organizada
que la formada en CHCI3-CH3OH donde las hebras son mas delgadas. De ello se puede
admitir que una constante dieléctrica de 8.2 (¢°*= 8.26) es ideal para obtener estructuras
supramoleculares mejor organizadas en compuestos con residuos de colesterol o cadenas

laterales colestanicas.

Nuestros resultados muestran que en las estructuras autoensamblables de los
biesteroides 72, 73, 66a-c y 67a-b tienden a organizarse en derivados biesteroides con
estructuras autoensambladas obtenidas a partir de un sistema hexano/EtOAc (25:1),
formando estructuras en forma de membrana (Figuras 63b y 63d). Cuando estos derivados
se trataron con AcOEt, los ésteres de biesteroides se autoorganizaron en forma de cadena
con una longitud superior a 100 um (Figuras 63a y 63c; Figuras 64 a-b). Dado que la
solubilidad aumenta en el cloroformo, se debilitan las interacciones de Van de Waals entre
los restos biesteroides. Como consecuencia, se forman hebras mas delgadas en el sistema
CHCI3/CH30H (1:25) (ver Figura 64c). Estas morfologias son consistentes con los valores
de la constante dieléctrica de los sistemas disolventes, confirmando que un disolvente con
una constante dieléctrica cercana a 8.2 (Tol-DMF ¢°= 8.26, Ref. 63c) presentara estructuras
autoensambladas mejor organizadas. A partir de esos resultados, pudimos observar que el
AcOEt (e°= 6.0) es el disolvente que conduce a los biesteroides hacia autoensamblajes
mejor organizados. El alcance de la escala de autoensamblaje se extiende a una longitud

cercana a los 100 um, al menos para el compuesto 66a.
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Figura 62. Imagenes de SEM del autoensamblaje de las estructuras en forma de hebras de ésteres
de biesteroides: 8a (izquierda) 10b (derecha) en AcOEt.

Dado que los biesteroides son moléculas rigidas y casi lineales, con una dimension
cercana a los 40 A, la agregacion orientada de estas moléculas en mezclas de disolventes
adecuadas parece estar favorecida, a través del alineamiento por fuerzas fisicas, por
ejemplo, por interacciones de Van der Waals.®® Una vez que tales conjuntos de mesoescala
se han estabilizado, se puede formar un mesocristal, que se extiende sobre dimensiones

mucho mas grandes, en el rango de 10-100 um, como se observa por SEM.

La mayoria de los dimeros de esteroides son no polares y pueden separarse mediante
cromatografia en columna de fase normal empleando gel de silice como fase estacionaria
y mezclas de disolventes basadas en n-hexano-AcOEt y hexano-AcOEt y CHCI3-MeOH,
como eluyente.®® También se ha utilizado alimina o celita como fase estacionaria para la
separacion de otros dimeros de esteroidales; en nuestro trabajo, el primer intento de
purificacion del crudo fue por cromatografia flash. Sin embargo, en algunas purificaciones
el crudo de reaccion soportado sobre gel de silice formd una “membrana” autoorganizada
provocada por estimulos del eluyente (n-hexano-AcOEt), impidiendo el flujo apropiado de
disolvente e induciendo la formacion de agregados en forma de hebras de los compuestos,
pero en muchos casos este autoensamble formaba membranas impermeables que hacian

imposible el paso del eluyente.
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Figura 63. Imagenes SEM de las estructuras de autoensamblaje de derivados de biesteroides en
forma de hebra y membrana: a) 72 en AcOEt; b) 72 en hexano/AcOEt (25:1) mostrando estructuras
en forma de membrana; c) 66¢ en AcOEt (estructuras en forma de hebras); d) 66¢ en hexano/AcOEt
(25:1) (estructuras en forma de membrana).

En nuestro trabajo posterior, para la separacion inicial de los dimeros de esteroides,
se emplearon meétodos de particion de solventes, que ayudo a la obtencion de los
compuestos puros, para aislarlos del compuesto monosustituido que se obtenia en varios
crudos. Mas adelante, en la discusion sobre los dimeros esteroidales con oxalildihidrazina
como grupo espaciador, abordaremos las caracteristicas self-assembly de esos

compuestos.
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Figura 64. Imagenes SEM de las estructuras de autoensamblaje de los derivados biesteroides:
a) 67a en EtOH, b) 67b en AcOEt, c) 66¢c en CHCI3/MeOH.

La descripcién de la autoorganizacion de estos materiales también se puede
promediar indirectamente en escalas mucho mas grandes, mediante difraccion de Rayos-
X de polvos (p-XRD). Una capa delgada del compuesto 67a, para el cual el refinamiento de
la estructura monocristalina permite el calculo de patrones de difraccion, se caracterizé por
p-XRD, empleando condiciones experimentales estandar (A= 1.5406 A). Por otro lado, se
calcularon espectros simulados, considerando el enfoque de March-Dollase para una
muestra no orientada aleatoriamente.?® La relacion de intensidad /114//202~0.5 observada
experimentalmente se usé como guia durante la simulacion del patrén, proporcionando un
parametro de March-Dollase optimizado r=1,8 y una orientacion preferida a lo largo de [001],
como se muestra en la Figura 11. El parametro r> 1 indica una textura esencialmente similar
a una aguja, consistente con las imagenes SEM. Una estimacién aproximada del grado de
orientacion preferida se puede calcular como n=[(1-n*/(1-r*)]'"?, como sugiere

Zolotoyabko.®' Con base en el patron simulado de la Figura 65, se calcula un grado de

70



orientacion preferencial del 33% para 67a, lo que refleja la autoorganizacion espacial de

este material.

(110)+(111)

intensity (a.u.)

25 20 (o) 30

Figura 65. Arriba (patron azul): patréon experimental de p-XRD para el compuesto 67a, después de
la correccion de la linea de base, con indexacion de los planos principales. Abajo (patrdn rojo): patrén
p-XRD simulado para 67a °2 basado en la estructura monocristalina (Fig. 54), asumiendo la presencia
de la orientacién preferida. Los principales parametros de simulacién son A = 1.54056 A, r = 1.8,
FWHM = 0,15 ° (escala 26) y orientacion preferida = [001].
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Figura 66. Comparacion de los patrones de difraccion de rayos X del éster de bidiosgenina (66a).
Los patrones se recogieron con la radiacion de Cu-K y no estan corregidos para la contribucién
amorfa. Tenga en cuenta la variacion de intensidad para el pico a 26 = 11.5 °, como consecuencia
de la autoorganizacién del dimero esteroideo.
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En la Figura 66 se observan los patrones de difraccion de RXP de la bidiosgenina
66a en diferentes condiciones: materia prima (negro), material en capas (rojo), dimero en
contacto con cloroformo-metanol (azul) y con hexano-acetato de etilo (magenta). Los
patrones presentan diferentes intensidades, la variacion de intensidad para el pico a 20 =
11.5 ° se debe tener en cuenta que ocurre como consecuencia de la autoorganizacién del
dimero esteroideo, y explica que en la materia prima esteroidal no se presente. Algo que
debemos destacar de estos datos y todo lo que hasta ahora se ha descrito de estos
biesteroides con CSA es que dicha autoorganizacion no se pierde por desecacion, es decir,
que siendo este fenédmeno provocado por el disolvente, esta organizacién supramolecular
no desaparece al evaporarse el disolvente.

Algunas muestras fueron analizadas por microscopia electronica de transmision
(TEM), mostrando que la morfologia de esas muestras era una superficie lisa no porosa,
consistente con la formacién de membranas impermeables (Figura 67). Esta caracteristica
es consistente con el comportamiento de estos derivados biesteroidales al intentar

purificarlos por cromatografia en columna.

- B .

Figura 67. Imagen de TEM del autoensamblaje de en forma de membrana del biesteroide 66a.
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4.4 Analisis de Superficie por Fisisorcion.

Antes de abordar el estudio de los fendmenos de adsorcion es preciso describir
brevemente las superficies sdlidas. Estas superficies presentan diferencias importantes
respecto a su estructura. Podemos conceptualizar la superficie de un sélido como una
estructura homogénea donde los atomos ocupan posiciones bien definidas y por tanto se

repiten regularmente:

Terraza Escalén

Esquina

Figura 68. La estructura ideal de un solido (izq.); clasificacion de defectos en un material (der.).

No obstante, esto corresponde a una situacion ideal, en realidad la superficie de un
solido puede estar llena de defectos debido al proceso de crecimiento del cristal o material,
o bien a procesos sufridos una vez formado. Estos defectos se pueden identificar segun su

topologia y la figura anterior muestra algunos de ellos.

Sabemos que al momento que una molécula de gas golpea una superficie sdlida,
puede rebotar o quedar sujeta sobre la superficie, es decir, sufrir adsorcion. En ese ultimo
caso a continuacion, la molécula adsorbida puede difundirse (moverse) sobre la superficie,
quedarse fija, sufrir una reaccién quimica o disolverse en el interior del sélido (proceso
conocido como absorcion y del que es un conocido ejemplo el empleo de CaCl, anhidro
como desecador: el agua de la atmdsfera es adsorbida y a continuacién absorbida para

formar un hidrato). Podemos definir estos procesos como:

- adsorcion: proceso de union de una molécula procedente de otra fase sobre la superficie

de un sdélido.
- desorcién: proceso inverso a la adsorcion.

Es posible diferenciar dos comportamientos limites de adsorcion, fisisorcion y

quimisorcién, aunque es normal observar procesos intermedios.
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4.41 Adsorcion fisica o fisisorcion:

Las moléculas del gas se mantienen unidas a la superficie del sélido por medio de fuerzas

de Van der Waals, que delimita todas las caracteristicas propias de la fisisorcion:
i) es una interaccion débil.

ii) Es un proceso exotérmico (las fuerzas de van der Waals son atractivas) en el que los
calores liberados, AHags (aprox. 20-40 kJ/mol) son semejantes a las entalpias de

condensacion de la sustancia adsorbida.

La energia liberada es adsorbida en forma de vibracién por la red del sélido y AH®.¢s se

puede medir por el aumento de temperatura de la muestra.

iii) La molécula fisisorbida mantiene su identidad ya que la energia es insuficiente para

romper el enlace, aunque su geometria puede estar distorsionada.

iv) La fisisorcién es un proceso no especifico ya que las fuerzas que intervienen no lo son
y no existe una selectividad marcada entre adsorbato y adsorbente. En general, los gases

muy polarizables son adsorbidos mas facilmente.

v) La fisisorcién se produce en multicapas. Sobre una capa de gas fisisorbida puede
adsorberse otra. La AHag4s para la primera capa viene determinada por las fuerzas entre
adsorbente (M) y adsorbato (A), mientras que la AHags para las capas siguientes depende

de las interacciones A-A y por tanto es similar a la entalpia de condensacion.

A-A ‘

sl B B Rl

Figura 69. Comportamiento de Fisisorcion: M= adsorbente, A= adsorbato.

74



Figura 70. Analisis de superficie por fisisorcion de N2 sobre 66a.

Para conocer las caracteristicas superficiales de los biesteroides, se realizo el analisis
por fisisorciéon del compuesto 66a (Figura 70), a través de un equipo TPX de Micromeritics
por flujo dinamico de N2 a temperatura ambiente mediante el cual la cantidad de gas
adsorbida en la superficie de la muestra es monitoreada por un detector de conductividad
térmica. El resultado mostrd valores muy bajos de fisisorcion, que nos lleva a concluir que
el material no forma microcavidades que faciliten que la sustancia (N2) quede fisisorbida o
fijada a la superficie del material (biesteroide 66a), y que la molécula no adsorbida puede
difundirse (moverse) sobre la superficie sin lograr una fisisorcion ni valores medibles de los
calores liberados (AHags) por las interacciones A-A (adsorbente-adsorbato). Esto coincide
con lo observado por las micrografias por TEM de 66a, en las cuales se distingue una
superficie lisa, del material que al contacto con el disolvente (sistema) se autoorganiza en

una membrana no permeable, que ademas no posee microcavidades.
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4.5 Apertura de la cadena lateral de bisapogeninas y bi-23-
acetilsapogeninas.
Una vez obtenidas las bisapogeninas, y con el objetivo de explorar la reactividad de
la cadena lateral, se puso a punto la metodologia de la apertura regioselectiva del anillo F
de sapogeninas esteroidales para la obtencién de pseudosapogeninas, la cual consiste en
el usé de un anhidrido mixto, mezclando dos anhidridos anhidrido acetico y trifluroacético

),93

generando in situ anhidrido acético-trifluoracético (AATFA),”™ incorporando un acido de

Lewis en CH.Cl, y a temperatura ambiente.

Esquema 23. Bipseudodiosgenina 68a por apertura de la cadena lateral de bidiosgenina 66a.

La caracterizacion de la bipseudodiosgenina nos muestra que se obtuvo la apertura
regioselectiva de la cadena lateral de las unidades esteroidales, cuya purificaciéon se llevo
a cabo con el método de particion de solventes, para evitar el com portamiento self-

assembly del nuevo biesteroide tereftalico.
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Figura 71. Espectro de RMN 'H de la Bipseudodiosgenina 68a.
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Figura 73. Espectro de RMN HSQC de la Bipseudodiosgenina 68a.

La metodologia de acetdlisis con acidos de Lewis fue utilizada en la apertura de la
cadena lateral de bisapogeninas (bidiosgenina 66a) por la metodologia convencional, para
obtener bifurostenos y biepoxicolestenos. La apertura del espirocetal de las bisapogeninas

(acetdlisis) llevo a la obtencion de mezcla con cadena lateral furosténica/epoxicolestanica.
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Figura 74. Espectros de RMN de 'H (arriba) y *C (abajo) de mezcla de dimeros epoxicolesténico

y furosténico.

En la Figura 74, se observa que se encuentran presentes ambos biesteroides
producto de la apertura de la cadena lateral de bidiosgenina 66a, sin embargo, fue muy
complicado realizar su separacion, por lo que se elucidé como mezcla. Es importante
resaltar que en la mezcla no esta presente ningun otro isémero, cuya formacion es frecuente
en un rendimiento que va del 15 al 25% del furosteno de C-35, cuando se realiza la apertura
de la cadena lateral de las sapogeninas (diosgenina, hecogenina y sarsasapogenina). La
asignacion de las sefales correspondientes al derivado biesteroidal, se aprecia en el

espectro de 'H la sefial intensa y simple en 8.09 ppm correspondiente a los H-aromaticos
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del grupo espaciador, concordando este patrén de acoplamiento con la unién de ambas
unidades esteroidales en el grupo espaciador. Se pueden apreciar las sefiales
correspondientes a los protones de ambas unidades esteroidales, las cuales coinciden en
consecuencia a su equivalencia quimica. La sefial doble del H-6 y H-6’ se distingue en 5.4
ppm; el H-3 y H-3’ se observan en 4.9 ppm como una sefial multiple ancha. La sefal doble
de doble de dobles de los H-16 y H-16’ se encuentra en 4.86 ppm. El par de sefiales de los
protones diasterotopicos en el C-26 y C-26’ se ubican en 3.88 y 3.46 ppm para el H-26e y
H-26a respectivamente, como dos sefales cuya multiplicidad coincide con las constantes
de acoplamiento.

Se aprecian las sefiales de los metilos CH3-23?, CH3-23%, CH3CO2-16, CH3CO,-16’
en 2.21y 1.86 ppm respectivamente. Los metilos C-19y 19’ en 1.09 ppm; los metilos 21,
21y 27 , 27’ se observan como sefales dobles en 1.18 y 0.98 ppm respectivamente. La
sefal simple de los metilos 18 y 18’ se ubica en 0.61 ppm (Figura 74).

Asimismo, en el espectro de RMN de '*C, se reconocieron 33 sefiales de carbono
para esta molécula, debido a que la molécula es simétrica. Las sefiales del grupo
espaciador se muestran en 129.5 ppm para los carbonos del anillo aromatico en las
posiciones orto y meta (C-2,3,5 y 6), asi como las posiciones prima (C-2',3',5’ y 6’); los C-
ipso del anillo aromatico se ubican en 134.3 ppm, desplazamiento caracteristico para este
C cuaternario. En las sefales correspondientes a los esteroides, se aprecian los carbonos
vinilicos C-5, C-5’y C-6, C-6’ en 140.8 y 121.4 ppm. Las sefales de los carbonos base de
oxigeno de C-3, C-3’, C-16, C-16’ y C-26, C-26’ se observaron a frecuencias altas hacia
74.9,73.7 y 71.4 ppm respectivamente. Los carbonos cercanos a una molécula de oxigeno
en C-23",C-23"y C-22,C-22' aparecen en 197.3y 171.1 ppm. Los carbonos pertenecientes
a los grupos CH3COO-3, CH3COO0-3’ y CH3CO0O-16, CH3COO-16’ se pueden apreciar en
170.4 y 170.3 ppm. Para el caso del C-23, C-23’se observé en 106.8 ppm (Figura 75).

Debido a la dificultad de obtener regioselectivamente los derivados furosténicos y
epoxicolesténicos, y lo dificil de su separacion, se proyectd una ruta alternativa para la
obtencion del dimero furosténico a partir de la bi-23-acetilsapogenina, ya que esta bien
establecido que la apertura del espirocetal de la 23-acetilsapogenina da como unico
producto el derivado furosténico. Se utiliz6 como materia prima a 66a, para obtener el
dimero intermediario 67a, al cual se hizo reaccionar con un acido de Lewis para realizar la
apertura del anillo F de la cadena lateral esteroidal, conduciendo al derivado dimérico 69

(Esquema 24).
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OAc

Reactivos y condiciones:
R= \© /) BFg-Et,0, Ac,0. i) KOH EtOH 10%.
iii) Cloruro de tereftaloilo, piridina, reflujo.

Esquema 24. Bifurosteno 69a por apertura de la cadena lateral de bi-23-acetildiosgenina 67a.

Retomando lo reportado en la literatura,’ donde con BF3-OEt; y Ac,O se realiza la
apertura el anillo F de las sapogeninas no diméricas; se propuso realizar esta reaccién
sobre el dimero espirostanico 23-sustituido 67a, para lograr la obtencién del dimero 69a
con la cadena lateral modificada (anillo F). De esta manera se realizé la apertura
regioselectiva del anillo E, originando el producto dimérico 69a. Esta reaccion condujo al
dimero furosténico en buen rendimiento como Unico producto. La variacion de la cantidad
del acido de Lewis permitidé la apertura regioselectiva de la cadena lateral de la bis-
diosgenina 66a, como se discute en la Tabla 4. Estas mismas condiciones de reaccion se
aplicaron al dimero de la 23-acetildiosgenina, para analizar que la sustitucion del C-23 en
67a, conduce a la formacion de la cadena lateral furosténica cuantitativamente, y no una
epoxicolestanica, como ocurre en las sapogeninas 23-sustituidas no diméricas (Tabla 5).
Estos resultados son consistentes con los observados en las sapogeninas no diméricas; es
de esperarse que la presencia del grupo espaciador y su comportamiento de

autoensamblaje no influya en la reactividad de su cadena lateral.

Tabla 5. Influencia de la sustitucion en el C-23 en la apertura de la cadena lateral de las bis-

sapogeninas 66 y 67.

Bisapogenina Producto Rendimiento
Bidiosgenina (no sustituida en C-23) | Bifurosteno + Biepoxicolesténico 90%
Bi-23(R)-acetildiosgenina. Bi-furosteno 92%
Bihecogenina (no sustituida en C-23) | Bifurosteno + Biepoxicolesténico 90%
Bi-23(R)-acetilhecogenina. Bifurosteno 91%
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A continuacion se reporta en este trabajo de tesis la caracterizacion espectroscépica y fisica
del nuevo derivado esteroidal dimérico 69a; la caracterizacion del bifurosteno de

hecogenina no se presenta.

4.5.1 Caracterizacion del bifurosteno 69a.

Como hemos descrito en los antecedentes y como pudimos apreciar con las
sapogeninas, la apertura de la cadena lateral de las 23-acetilsapogeninas produce un
derivado con cadena lateral furostanica como unico producto. En el espectro de IR las
bandas en: 1717 cm™ y 1264 cm™ se asignan respectivamente a las tensiones de los
siguientes enlaces: C=0 (éster) y C-O; la ultima senal corresponde a un grupo acetato en
la posicion 3 de un esteroide con fusion de los anillos A y B trans. La sefal alrededor de

2300 cm' se debe al estiramiento asimétrico C=0 del CO: en la muestra (Figura A128).

En el espectro de RMN de 'H a frecuencias bajas las sefiales mas significativas son:
tres sefales simples en 0.91, 0.92 y 1.58 ppm asignadas a los metilos 18, 19 y al metilo
vinilico 21, formado en el curso de la apertura del anillo F del dimero 23-acetilsapogeninico.
En 0.87 ppm se tiene una sefial doble con J=7.3 Hz, asignada al metilo de la posicién 27.
En la regién de los grupos acetilo se observan dos sefiales en 2.01 y una nueva 2.02 ppm
mas con respecto a la materia prima producto de la acetilacion del hidroxilo en la posiciéon
26. Las sefiales doble de dobles en 3.92 y 3.87 ppm para los protones en la posicion 26,
presentan el mismo acoplamiento geminal Jgem=10.6 Hz, y un segundo acoplamiento con el
proton en 25, J».25=6.6 Hz. El valor de la constante de acoplamiento indica que forman
parte de una cadena abierta. En 3.78 ppm se tiene una sefial doble asignada al proton 20
con constante de acoplamiento Jx.17=10.2 Hz. En 4.61 ppm se presenta una sefial
multiplete que integra para dos protones asociado a los hidrogenos de tipo metino 3 y 16.

En 5.4 ppm se observa la sefal para el H-6 vinilico (Figura 75).
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Figura 76. Espectro de RMN de 'H a 600 MHz del bifurosteno 69a.

El espectro de RMN '3C presenta 31 sefiales que corresponden la estructura, las
mas significativas son: a frecuencias altas se observan dos nuevas sefiales en 103.3 y
152.1 ppm asignadas a los carbonos vinilicos C-22 y C-23. La sefal para el carbono del
carbonilo se presenta en 198.6 ppm del C-23". La sefial en 82.6 ppm es caracteristica de
un atomo de carbono base de oxigeno en un anillo de cinco miembros para el C-16 (Figura
77).
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Figura 78. Espectro de RMN-HSQC del bifurosteno 69a.

El experimento HSQC fue util en la asignacién de algunas sefiales por medio del
acoplamiento C-H a un enlace (Figura 78), fue posible asi distinguir las sefiales de los H-3
y H-16, y asignar el C-20 por su acoplamiento con el H-20 en 3.78 ppm. También fue posible
asignar el C-6 por su acoplamiento con H-6, y corroborar que la sefial en 103.3 ppm
asignada al C-23 no tiene acoplados H.
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Figura 79. Espectro de RMN-COSY del bifurosteno 69a.

En el experimento COSY fue posible observar la correlacion H-H que nos apoyé en la
asignacion de las sefiales por ejemplo: se observa el acoplamiento de H-16 con H-17, el
acoplamiento de H-22 con H-20 y H-21 (Figura 79).

El experimento HMBC nos ayudo a observar los acoplamientos C-H a dos y tres enlaces,
y entre los mas relevantes se encuentran: el acoplamiento entre el metilo 18 y el carbono
vinilico 22, entre el carbdn vinilico 23 y los metilenos 11 y 24; el acoplamiento entre el
carbono cuaternario C-13 con el metilo 18, ademas entre el carbonilo 22 y el metilo 21
(Figura 80).
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Figura 80. Espectro de RMN-HMBC del bifurosteno 69a.

Los ensayos de la apertura de las bisapogeninas y bi-23-acetilsapogeninas fueron
pausados por el cierre de la contingencia sanitaria, y al retornar al laboratorio, la institucion
habia realizado remodelaciones que afectaron poder reanudar las actividades. El equipo
menor (recirculadores-enfriadores) y evaporadores tuvieron averias que hubo que resolver
antes de poder operar con normalidad. El tiempo para entregar mis resultados se agoto, y

por tiempo, no fue posible reportar el trabajo con hecogenina.
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4.6 Tecnologias Verdes y Facilitadoras en Sintesis Organica.

4.6.1 Uso de microondas focalizado para la sintesis de dimeros
esteroidales.
Previamente, en la obtencion biesteroides mediante la metodologia convencional
(reflujo con calentamiento por conveccion), fue posible detectar la presencia del producto
de mono-sustitucion del grupo espaciador, que nos dio una pauta sobre el mecanismo de

reaccion de sustitucién en el grupo espaciador.

R, 67a-b

8a-b

Diosgenina (a) (25R), Ry, Ro,= Ag Reactivos y condiciones: /)Cloruro de tereftaloilo, piridina, MW, 4 min.
Hecogenina (b) (25R), Ry=H, R,=0 i) BF3-Et,0, Ac,0. i) KOH EtOH 10%.

Esquema 25. Sintesis de biesteroides por irradiacion de microondas MW.

Se realizaron ensayos de sintesis de dimeros esteroidales con el uso de microondas
focalizado (FMW) bajo presion en vial sellado. Se ensayd y llevo a cabo la obtencién de los
biesteroides sapogeninicos con el grupo espaciador tereftalato con asistencia de
microondas, en un equipo Monowave 300 que es capaz de monitorear la temperatura, el
tiempo y la presion; y en funcion de la presion entrega la potencia necesaria.

A continuacion, se muestra y describe una de las graficas generadas por el MW que
relaciona tres variables de la reaccién: temperatura, presion y tiempo, donde se observa
que la reaccidn transcurre al haber un cambio en la presion. De acuerdo a los resultados
mostrados en la Tabla 6, la reaccién ocurre antes de alcanzar 4 minutos como se puede
apreciar en la grafica, debido a la variacion de la presion hasta llegar a una etapa en que

se mantiene constante; después de los 4 minutos se asume que hay una reaccién
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secundaria que tiene la posibilidad de formar un subproducto. Con éstos resultados se
establecié que el tiempo optimo para llevar a cabo la reaccidn de obtencion del biesteroide

fue de 3 minutos.

TempR __TempRuby ___ Pressure __Power
re MW [oar]

300 30

800

600120

200

o A
00:00 02:00 04:00 06:00 08:00

Figura 81. Grafica de microondas en la obtencion de Bidiosgenina 66a.

Tabla 6. Datos de la grafica de la reaccion de obtencién de Bidiosgenina 66a.

Tiempo | Temp. IR | Temp. Ruby | Presién |Potencia | Agitacion
hh:mm:ss °C °C bar W

0:02:10 | 181.23 22.04 6.3 15 On
0:02:15 | 181.49 21.28 6 18 On
0:02:20 181.67 21.84 6.2 17 On
0:02:30 | 181.41 21.45 6.2 19 On
0:02:35 | 181.41 21.06 6.5 20 On
0:02:40 181.5 21.25 6.2 17 On
0:02:45 181.36 21.38 6.7 15 On
0:02:50 181.76 2112 6.4 18 On
0:02:55 | 181.38 22.07 6.2 16 On
0:03:00 | 181.62 21.05 6.4 18 On
0:03:20 181.78 20.97 6.4 16 On
0:03:40 | 181.74 20.89 6.4 15 On
0:04:00 | 181.57 21.43 6.4 15 On

Este tiempo contrasta con la metodologia convencional, debido a que en esta se
requiere de al menos 3 horas a reflujo por calentamiento por conveccion y gran cantidad de
disolvente (50 mL, contra 3 mL por MW), que al final se traduce en la generaciéon de
desechos que deben ser tratados, desperdicio de calor, y emisién de disolvente a la
atmésfera. Con esta metodologia fue posible obtener un mejor rendimiento y un cruo de
reaccion que es mas facil de tratar y de lavar, ya que al tener menos piridina, es mas facil
de realizar los lavados. Ademas de no emitir el olor tan penetrante de la pididina a todo el

laboratorio, la reaccion se pudo observar que es muy estable, reproducible y aplicable a la
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obtencion de otros dimeros esteroidales, aunque la limitante es el tamafio del vial, ya que

el mayor es de 30 mL.

Temp R TempRuby __ Pressure ___ Power
rel M [oar]
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Figura 82. Grafica de microondas en la obtencién de Bi-23-acetildiosgenina 67a.

Como se menciond, la posibilidad de formar un subproducto la estudiamos a partir
de los resultados de varios ensayos, en los que se monitoreo la reaccion por CCF y RMN,
encontrandose que el resultado de esta variacion de presion daba lugar a productos de
descomposicion que no sobrepasaron el 7% de rendimiento, de los cuales no obtuvimos la

caracterizacion por cuestiones de tiempo y acceso a RMN.

Usando colesterol como materia prima accesible, se obtuvieron los dimeros de
colesterol mediante sintesis asistida por microondas focalizado, emulando las mismas

condiciones que con las sapogeninas (Figura 83).

Figura 83. Viales de 10mL de microondas en la obtencion de Bi-colesterol: Mezcla de
reaccion antes de irradiar (izquierda), mezcla de reaccion después de irradiar y caliente
(centro), mezcla de reaccién después de irradiar fria (derecha).
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Figura 84. Grafica de microondas en la obtencion de Bicolesterol 72.

En el caso del colesterol, encontramos que al terminar la reaccion y llevar el vial a
temperatura ambiente, este gelificaba, es decir, se autoroganizaba o autoensamblaba en la
mezcla de reaccion, como es posible apreciar en las imagenes de la Figura 83. Al
autoensamblarse, la mezcla de reaccion con el biesteroide formado, parecia duplicar su
volumen y se veia con una consistencia densa, y cuya organizacién se preservaba a pesar
de transcurrir el tiempo. Es necesario resaltar que debido a la descompostura del equipo
de microondas Monowave 300 desde octubre de 2019 y posteriormente la contingencia
sanitaria, no fue posible realizar la obtencion de los dimeros de oxalildihidrazina utilizando
microondas. Pese a esto, nuestro grupo de investigacién continuara el trabajo en cuanto
las condiciones sean favorables.

4.7 Uso de flujo continuo para la sintesis de dimeros esteroidales y sus
precursores.

La quimica de flujo es el proceso de realizar reacciones quimicas en un tubo, capilar o
dispositivo microestructurado (un reactor de flujo). La quimica del flujo es mucho mas que
la adaptacion de los procesos por lotes a los sistemas de flujo. Es posible tener selectividad,
cantidad reducida de subproductos, uso de condiciones de reaccién elevadas (presion y
temparatura), facil control de la reaccion, optimizacion y escalado, que se puede lograr

rapidamente cambiando el volumen del reactor o haciendo funcionar varios reactores de
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flujo en paralelo, siempre que los flujos se vuelvan a calcular para lograr los mismos tiempos

de residencia, como se aprecia en la Figura 85:

@ N\ NNNN\ ——
- N\N\NNN ———
‘ )
a) Extended run time b) Longer length c) Parallel system

(numbering up)

Figura 85. Secuencia de reaccion en flujo continuo puede ser conducida en forma muy diferente a
un proceso por lotes: a) extendiendo el tiempo de residencia, b) alargando la tuberia, c) sistemas

paralelos.

La quimica de flujo continuo es una quimica limpia, que genera menos residuos.
Una ventaja clave de la quimica de flujo es que es mas facil acceder a otros métodos de
activacion, menos utilizados, como la electroquimica y la fotoquimica. Retomando la
experiencia del trabajo de escalamiento por flujo continuo de la reaccion de
fotodecarbonilacién de cetonas, y con la ventaja de contar con el reactor de flujo continuo
marca Syrris, se planteé la obtencién de los biesteroides y sus precursores por flujo
continuo, para aprovechar las ventajas que significa el realizar las reacciones con flujo
laminar. Sin embargo, y pese a todas las cualidades que esta metodologia o tecnologia
facilitadora posee, no fue posible realizar la obtencion de biesteroides tereftalicos (ni
oxalildihidrazona que se discuten a continuacién) con el uso del microreactor Syrris, debido
a que se corria el riesgo de que se quedaran adheridos los productos a la tuberia capilar

del equipo y se taponara la bomba o la tuberia capilar del reactor.

- o -
- -
- -
- -
-
- -
TLC APERTURA TLC APERTURA
METODO CONVENCIONAL METODO FLUJO CONTINUO

Figura 86. Comparacion del crudo de reaccion en método convencional y flujo continuo.
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No obstante, si llevamos a cabo la obtencion de los precursores epoxicolestanicos,
23-acetilsapogeninicos y 22-oxocolesténicos, donde en esta ultima apertura de la cadena
lateral de la diosgenin-3,6-diona, esta metodologia proporcioné mayor selectividad en la
reaccion, como se muestra en la Figura 86 de la CCF del crudo. La reaccién llevada a cabo
fue la apertura regioselectiva de la cadena lateral de la 3,6-diosgenindiona 74, la cual

procedio bajo las condiciones de reaccion que se muestran en el Esquema 26:

Ac,0 Canal A
BF3 Et;0 100 uL

Canal B

200 uL
Microreactor de flujo continuo @

Vel. flujo: 300 uL/ min
T. residencia: 5 minutos
CHJCl,
0°C

AcO 2 productos mas

(o]
Esquema 26. Obtencién de derivados 22-oxocolestanicos 75a-b por flujo continuo.

Se logro obtener diversos derivados 22-oxocolesténicos como productos, siendo los
dos mostrados en el Esquema 26 los mayoritarios; sin embargo, al comparar la CCF de la
reaccion por el método convencional, y la realizada en flujo continuo, es posible notar la
reduccion de formacion de subproductos, y que como consecuencia, se aumentd el
rendimiento de los productos mayoritarios, optimizando la reaccion. Los espectros de RMN
de 'H y "C del compuesto 75b se muestran en las Figuras 87-88 y se describen a

continuacion.

En el espectro de RMN de 'H del derivado 22-oxocolesténico 75b se observan las
sefales de los H vinilicos 2 y 4 en 5.7 ppm. El H-16 de observa como una sefial multiple en
5.0 ppm, caracteristico de un H unido a un C base de acetato y con el anillo E abierto. El
patron de acoplamiento de los H-26 como una sefial doble e intensa, es caracteristico de la
cadena lateral 22-oxocolestanica; el H-20 se desplaza a frecuencias altas como una sefal

multiple.
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Figura 88. Espectros de RMN de "*C del derivado 75b obtenido en flujo continuo.

Los datos que arrojo el espectro de RMN de '*C, fueron de ayuda para asignar la

estructura por la presencia de las sefales del C-22 en 213.36 ppm, desplazamiento tipico

de una cetona aislada; la presencia de la seial en 199.07 ppm asignada al C-6, y los C de

los acetatos en las posiciones 3 y 16; asi como de los C vinilicos 2-3 y 4-5, y la presencia

del C-16 antes de las sefiales del CDClIs, propio de una cadena colestanica.
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4.8 Biesteroides con oxalildihidrazina como grupo espaciador.

Se obtuvieron dos nuevos derivados biesteroidales utilizando a la oxalildihidrazina
como grupo espaciador, conduciendo a la obtencién de los derivados 77, 78 y 79, los cuales
también se autoensamblan en solucion. La ruta de sintesis planeada se muestra en el

Esquema siguiente:

Reagents and conditions: 5/ | )G H o

i) Jones reagent, acetone/CH,Cl,. ( 1 . ,N;W)LN' \ (¥\'\

iy Oxalyldihydrazine, EtOH, py, reflux. Lﬁ\/ N O H = \ £

iiiy PCC, NaCOg, CH,Cl,, TSOH. e L e o]

iv) Ac,0, reflux 77 0"\

v) Collins reagent, py, rt, 15h. \/‘

Esquema 27. Obtencion de biesteroides con oxalildihidrazona como grupo espaciador.

Esta ruta de sintesis parte de los derivados oxidados de diosgenina: diosgenin-3-
ona 75 y diosgenin-3,6-diona 74, las cuales se obtuvieron segun las metodologias que se

describen a continuacion.

4.8.1 Oxidacion de diosgenina para obtener diosgenona 75.

Se realiz6 la oxidacion de diosgenina con PCC para obtener la diosgenin-3-ona 75, que fue
el precursor para la obtencién de biesteroides con un grupo espaciador oxalildihidrazina
para obtener oxalildihidrazonas uniendo las unidades esteroidales. En la caracterizacién de
este compuesto cetdnico, en el espectro de RMN de 'H se observé la desaparicion de la
sefal correspondiente del proton H-6, con la aparicion de una sefial simple en 5.73 ppm
que corresponde al protén vinilico H-4, como se observa en la Figura 89, ademas de las
asignaciones correspondientes a los demas protones de la molécula que guardan una
similitud con la materia prima, ya que no se han visto afectadas por la modificacion en la

estructura, como es el caso de los protones diasteretopicos H-26 ec y ax los cuales
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presentan un desplazamiento similar a los de diosgenina y se encuentran en 3.48 y 3.37
pmm respectivamente, asi como las sefiales que corresponden a los metilos angulares que
se mantienen constantes. Estas asignaciones fueron confirmadas a través del experimento
HSQC (Figura 91), donde se observo el acoplamiento que existe entre el protén H-3 y el C

terciario C-3, como se observa en la Figura 90.

CH3-19
CH3-18

CH3-21

CH3-27

H-4

szeulk
T T T T T T T T T T T T

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 89. Espectro de RMN 'H de diosgenona 75.

c-4 c-9

- L

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

Figura 90. Espectro de RMN *C de diosgenona 75.

Para el caso del espectro "*C se observo a freciuencias altas una sefial en 199.6

ppm la cual es caracteristica de cetonas a, B-insaturadas. Las senales de los carbonos
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vinilicos se aprecian en 123.8 y 171.2 ppm, la sefal caracteristica del espiroacetal
permanece en 109.2 ppm. Las sefales de los carbonos base de oxigeno C-16 y C-26 se

observaron en 80.6 y 66.8 ppm respectivamente como se distingue en la Figura 90.
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Figura 91. Espectro de RMN HSQC de diosgenona 75.

Por otro lado, la obtencién de diosgenin-3,6-diona 74 se propuso a partir de la

obtencidn del triol 82, como se describe a continuacion.

4.8.2 Epoxidacion esteroselectiva del acetato de diosgenina (80).

Una vez protegido el hidroxilo de la posicion de 3, se realizé la epoxidacion
esteroselectiva del doble enlace por medio de una oxidacion lenta soportada en un metal,
en este caso es utilizado ion Fe** como &cido de Lewis que se acompleja en la cara mas
disponible del doble enlace, en este caso la cara «, saturando esta cara, lo que obliga a

que la epoxidacion unicamente ocurra en la cara 3, como se aprecia en el Esquema 28.
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Esquema 28. Epoxidacion catalitica de acetato de diosgenina (80).

El producto ya esta reportado en la literatura,® y su caracterizacion coincidid, como

se aprecia en el espectro de 'H de la Figura 92:
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Figura 92. Espectro de 'H a 500 MHz del epoxido 81.

4.8.3 Apertura del B-epoxido 81 para obtener el diol trans-diaxial 82.

Para la obtencion del glicol en los carbonos 5 y 6 de manera esteroselectiva, se
procedié 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 epoxidos esteroidales se
genera un hidroxilo en a en el C-5 y un hidroxilo en  en el C-6 de manera estereoselectiva,

esto se debe a que la apertura del epoxido se da por la cara o del esteroide, dado que el
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epoxido se encuentra en la cara 3, provocando impedimento estérico al igual que los metilos

angulares 18 y 19.

OH

Esquema 29. Apertura del B-epdxido 81 en medio acido.

La adicion del nucledfilo por abajo (cara o) asi como la protonacion del oxigeno del
epoxido, provoca que el OH en C-5 tenga orientacion o, y el OH que proviene del epdxido
quede unido al C-6 (ver mecanismo en el Esquema 30); simultaneamente se observo la

hidrdlisis del acetato en la posiciéon 3.

AcO

OH

Esquema 30. Mecanismo de apertura estereoselectiva del epdxido 81.

Al momento de realizar la reaccion se observé un cambio de polaridad drastico en
el producto, de manera que el producto precipité durante la reacciéon conforme se formaba
por la apertura del epoxido; al filtrar la reaccion 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
espectro de IR del derivado 82 muestra las bandas caracteristicas de los grupos OH

presentes en los anillos A y B (Figura A129).
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En el espectro de RMN de "H a 500 MHz obtenido en metanol deuterado (debido a
la alta polaridad, tuvo poca solubilidad en disolventes como CDCIs3), se observa una sefal
ancha en 4.64 ppm que corresponde al hidroxilo en la posicidén 5 el cual su proton 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
sefnal correspondiente a H-16 la cual no sufre cambios considerables se mantiene como un
ddd con J16,15:=8.5 Hz, J1615e=7.5 Hz, J1617=6.0 Hz, en 4.02 ppm se observa la sefial
correspondiente a H-3 el cual se desplazé a frecuencias bajas debido a la hidrdlisis del

acetato.

19
18

21
27

6, 26

OH-5

S "

B 2.97{
; 5.67-]

Figura 94. Espectro de 'H a 500 MHz del triol de diosgenina 82 en CD3OD.

Por otra parte, las sefales 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
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debido al efecto generado por los hidroxilos en C-5y 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 (Figura 94).

115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
f1 (ppm)

Figura 95. Espectro de '*C a 125 MHz del triol de diosgenina 82 en CD3OD.

Al analizar el espectro de RMN 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 (Figura 95); para distinguir entre estos carbonos fue de gran
ayuda el experimento HSQC (Figura 96) donde el C-6 fue facilmente asignado ya que en 5
no existe un protdn unido a carbono; y es posible observar que en este espectro, la senal
en 4.7 ppm corresponde al H del OH en C-5, ya que no se correlaciona con ningun carbono,

ademas de su forma ancha caracteristica .
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Figura 96. Espectro de RMN HSQC del triol de diosgenina 82.



Debido a la dificultad de trabajar con un producto tan polar como el triol 82, se
protegioé el OH-3, mediante una acetilacion con Ac,O y calor para obtener el diol 82a. De
este derivado protegido se obtuvieron cristales adecuados para su estudio de difraccién de

Rayos-X, los cuales se muestran en la Figura 97:
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Figura 97. Estructura ORTEP del diol de diosgenina 82a.

A partir de este diagrama ORTEP, es posible verificar la estereoquimica de los
hidroxilos de los C-5 y C-6, donde se observa que el OH en el C-5 se encuentra dispuesto
hacia la cara a del esqueleto esteroidal, mientras que el OH unido al C-6 se orienta a la
cara f3 junto con los metilos angulares C-18 y C-19, confirmando la estereoquimica anti para
este diol trans diaxial 82 que se propuso en el mecanismo de apertura del epoxido . El
derivado 82 fue la materia prima para la oxidacion con el reactivo de Jones para la obtencion

de los derivados diceténicos que se describen y caracterizan a continuacion.
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4.8.4 Oxidacion del triol de diosgenina. Obtencion de dicetonas A/B.

Esquema 31. Oxidacion del triol de diosgenina 82.

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 decidié realizar una oxidacién en de los hidroxilos en 3y 6
con reactivo de Jones. En el primer ensayo se realizo la oxidacién a temperatura ambiente,
pero se observo la formacion de dos productos: uno con la oxidacién de estos dos
hidroxilos, y otro con la eliminaciéon del hidroxilo en 5 formando un doble enlace. Se
analizaron los resultados, y con la finalidad de optimizar y dirigir la oxidacion, se realizé la
reaccion a baja temperatura (Esquema 28) para orientar a la obtencion mayoritariamente

del producto 83.

Esquema 32. Oxidacion selectiva del triol de diosgenina 82.

Una vez obtenido el producto 83, la caracterizacion mostro 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 (Figura A130). El espectro de

Masas mostro un pico idon molecular 445.2936.
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En el espectro de RMN de 'H a 500 MHz se observa que la sefial correspondiente
a H-16 se mantiene sin modificaciones, al igual que las sefiales de los protones
diasterotdpicos de C-26; sin embargo, la sefal del grupo hidroxilo se desplaza a 3.02 ppm
debido al cambio magnético generado por la oxidacion. En la region 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
carbonilo que se formaron en el producto y cuyo ambiente quimico provoca su
desplazamiento; en 2.89 ppm se observa una sefial doble con Js4=15.8 Hz
correspondiente al protdn diasterotépico en H-4a el cual solo se acopla con su proton
geminal, y con ayuda del experimento COSY (Figura 100) se logra encontrar el H-4e en
2.30 ppm el cual es un dd con J44,=15.8 Hz, J4a2:=2.0 Hz, que presenta el segundo

acoplamiento en w debido a la disposicion espacial.

Por otro lado, en 2.78 ppm se encuentra una sefial triple con J=12.4 Hz, aunque es
una sefial dd, que se observa como un triple, ya que H-7a se acopla con su protén geminal
y con el H-8; con esta sefal y utilizando el experimento COSY fue posible encontrar a H-7e
en 2.30 ppm como una sefal multiple; en 2.1 ppm se encuentran dos sefales multiples que
corresponden a los protones en H-2, debemos destacar que 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 en especifico (Figura 99).
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Figura 100. Espectro COSY de la 5-hidroxi-3,6-diona 83.

Por su parte en el espectro de RMN de *C (Figura 101) 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
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HMBC (Figura A131); en 109.3 ppm se observa que se conserva el espirocetal y se observa
la desaparicion de dos sefiales en la regién caracteristica de los C-base de oxigeno y una
senal en 82.6 ppm se hace mas visible correspondiendo al carbono en 5, confirmando en
el HSQC que no presenta unién a H, de igual manera fue posible asignar los carbonos
correspondientes a los protones a a carbonilo obtenidos en este producto, es evidente y se
confirma el caracter diasterotdpico de los H en 2, 4 y 7, confirmando la estructura. El OH en
la posicién 5 se conserva, al ser un alcohol terciario no se oxidd, y las condiciones de
reaccion y estructurales no propiciaron su eliminacion, ademas que se consiguié mejorar la

solubilidad de este producto 83 con respecto a su materia prima.
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Figura 101. Espectro de "*C a 125 MHz de la 5-hidroxi-3,6-diona 83.
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Por otro lado, en la estrategia para la obtencién del producto de eliminacion 74 se
decidié optimizar la reacciéon realizandola a temperatura de 30 °C para favorecer la
eliminacion sin oxidar el doble enlace, y a partir de esta modificacién a la metodologia, se
propuso un mecanismo para la oxidacion/eliminacion que condujo a la dicetona 74
(Esquema 33 y 34).

OH (o)

0=0

r.

\

J
%
O,
/
el

o .. ..
HOH X o .
\;o ? 74 Hx0

I Cérms
I o N o U
o °

HO

Esquema 34. Mecanismo propuesto de oxidacion de la diosgenina (2a) para conducir a la 3,6-
diona 74.
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Este mecanismo pone en evidencia que para la obtencion del producto de
eliminacion 74, la diosgenin-5-en-3-ona es precursor, y a partir de ésta se reoxida para
conducir a la dicetona 74, apoyando los resultados experimentales que se han observado
en la oxidacion directa de diosgenina 2a, que da como productos la diosgenin-3-ona 73 y

diosgenin-3,6-diona 74, siendo el mayoritario el 74 el mayoritario.

Al analizar el espectro de masas se observa un pico ion molecular en 426.6982, y
observa un punto de fusion de 193-194 °C. Las sefiales notadas al analizar el espectro de
RMN de "H a 500 MHz de 74 confirman la presencia de los H seglin su ambiente quimico,
destacando una nueva senal en 6.18 ppm como una sefial simple que corresponde al nuevo
H vinilico del C-4, en 4.43 se observa una sefal 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 senal dd con
Jo6e,26a=10.9 Hz, Jo6e,25=4.6 Hz que corresponde al H-23 ecuatorial, junto a esta sefial en
3.36 se observa una sefial dd con Jase,26a= J26e,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 J7,,7.=12 Hz caracteristico de la sefial del proton 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 83; por otro lado en 1.19 ppm se observa la sefal
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 A y B.

En el espectro de RMN de *C (Figura 105) 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 sehal correspondiente al carbono vinilico en
C-5y en 125.5 ppm la sefial 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.
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Figura 104. Espectro de 'H a 500 MHz de la 4-en-3,6-diona 74.
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Para la asignacion de C-16 y C-26 fue de utilidad el experimento HSQC, observando
una correlacion directa entre el protéon 16 y su carbono respectivo, en el caso de C-26 se

observé como ambos protones diasterotdpicos H-26 correlacionan con este.
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Figura 105. Espectro de "*C a 125 MHz de la 4-en-3,6 diona 74.
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Figura 106. Espectro de RMN HSQC de la 4-en-3,6 diona 74.

Después de innumerables intentos, se obtuvieron cristales idoneos de la diona 74
que confirman la estructura con la presencia del sistema dicetdnico conjugado en los anillos

A/B, cuya estructura fue publicada en un articulo de [UCrData
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(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 obtencién de cristales adecuados de este compuesto.

Figura 107. Estructura cristalina la 3,6-diona 74 obtenida por Difraccion de Rayos-X.

Se comprobé que la oxidacion de Jones no afecta los anillos E/F de diosgenina
(formacion de acido crémico in situ), y confirmamos que el centro quiral C25 mantuvo su
configuracion R original, mientras que la estructura reportada en el trabajo de Rajnikant y
colaboradores tiene configuracion 25S. Después de inumerables veces que realizamos la
oxidacion de diosgenina y obteniamos esta molécula -gracias a la minusciosa purificacion
y condiciones de cristalizacién adecuadas- obtuvimos cristales prismaticos bien formados
y de alta calidad, que nos permitio recolectar datos de difraccion con el propésito de mejorar
la estructura reportada anteriormente.® Sin embargo, de inmedito quedd claro que lo que
habiamos logrado era cristalizar una nueva forma; aunque la simetria del cristal no cambio,
se observaron diferencias en los parametros de las celdas tan grandes como 2 A. Después
del refinamiento de la estructura, se comparé un patrén 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 notoriamente diferentes, como es de esperar para dos formas
polimoérficas. El polimorfismo parece ser resultado de una ligera modificacion de la

conformacion de los anillos Ay B (Figura 108).
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Figura 108. Comparacion de la estructura cristalina del nuevo polimorfo (izquierda, diona 74)

con la reportada anteriormente (derecha).

4.8.5 Obtencion del Acetato de 7-oxodiosgenina.

Para la obtencion del compuesto 76 se llevo a cabo una oxidacion alilica con el reactivo
de Collins.*® Al analizar el mecanismo de reacciéon y debido a la conformacion rigida que
presenta el esteroide, conduce a una selectividad para la formacion de la cetona. En la literatura
esta reportado el mecanismo general de oxidacion alilica que permite la extraccion de un protén
desde un C-alilico para dar lugar a un carbocation, este intermediario posteriormente se oxida
en cualquier sitio terminal del carbocation para generar una cetona a, B insaturada, como se

observa en el la Figura 109 del compuesto 76.

Figura 109. Obtencion de la cetona 76 que muestra la distribucion espacial de los hidrogenos
H-4ax y H-7ax en acetato de diosgenina (80) e interacciones RMN-COSY de H-4 y H-15 en la

cetona 14.

En el espectro de 'H se observé a campos bajos una sefial simple ancha en 5.71
ppm que se asigné al protén H-6. Los protones H-3 y H-16 se desplazaron hacia 4.71y 4.48

ppm mientras que los protones diastereotépicos H-26ec y H-26ax no presentan cambios en
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su desplazamiento. Los cambios mas significativos con referencia al espectro de la materia

prima fueron la presencia de cuatro sefiales a frecuencias altas.
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Figura 110. Espectro de RMN de "H a 500 MHz del acetato de 7-oxodiosgenina 76.
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Figura 111. Espectro de RMN de '*C a 125 MHz del acetato de 7-oxodiosgenina 76.

Una sefial multiple que integra para un proton en 2.88 ppm que se asigno al proton
H-15ec; una sefial ddd que integra par un protén en 2.56 ppm asignada a H-4ec cuyas
constantes de acoplamiento fueron Jgem=14, Jsec-3ax= 7.2 Y Jyec2ec= 2 Hz, una sefial dd que
integra para un proton en 2.49 ppm con Jgem=11.2 'y J4ax.5=1.6 Hz asignada al préton H-4ax

y una sefial multiple en 2.41 ppm que se asigné al protdn a al grupo carbonilo H-8 (figura
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29). Los desplazamientos a frecuencias altas de estos protones se explican debido al
apantallamiento que ejerce el grupo carbonilo y del doble enlace. Hacia 2.05 ppm se pudo
observar una sefial simple que se asigno al metilo del grupo acetato en C-3. A frecuencias
bajas se mostraron las sefiales simples hacia 1.23 y 0.79 ppm que se asignaron a los
protones de los metilos 19 y 18 respectivamente. De la misma manera, las dos sefiales
dobles en 0.98 y 0.79 ppm con constantes de acoplamiento de 6.8 y 6.4 Hz se asignaron a

los protones de los metilos 21 y 27 respectivamente.
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Figura 112. Espectro COSY del (25R)-3B-acetoxi-5-espirosten-7-ona (76)

Con ayuda del DEPT se identificaron y asignaron el numero de carbonos metilicos,
metilénicos, metinicos y cuaternarios pertenecientes a la molécula de 76. En el experimento
COSY se observé el acoplamiento 'H-"H que hay entre el proton H-3 y los protones H-4.
De la misma manera, este experimento ayudo a corroborar el acoplamiento que hay entre
los protones H-16 y H-15 (Figura 112). Mediante el experimento HSQC se pudieron asignar
inequivocamente las sefiales correspondientes a los protones 4ec, 4ax, 15ecy 8, las cuales
fueron corroboradas con ayuda del experimento HMBC a través de las correlaciones que
hay entre los protones 4 y los carbonos C-3, C-5 y C-6, 15ec con C-14, C-16, C-17 y el
proton 8 con C-7 y C-9 (Figura 113).

119



H-6 H-3 H-16 H-26ec H-15ec H-g4ec
By = 7 ol 2l et
C‘ 15 T 30
Cde = E . U \

—_— 40

= I >
e — 50
60
c-2(<:5_3 T — L70
C-16 —L 80

f1 (ppm)

90

100

120

C-6

130

T T T T T T T T T T T T T T

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38
f2 (ppm)

Figura 113. Espectro HSQC del (25R)-33-acetoxi-5-espirosten-7-ona (76)

La obtencion de estos esteroides cetonicos y diceténicos a,p-insaturados fue
importante en nuestro proyecto de trabajo, ya que precursores y monomeros de otros
dimeros esteroidales con un grupo espaciador diferente del tereftalato mediante reacciones
de condensacion. La intencion de cambiar el grupo espaciador fue el explorar otras
opciones, que ampliaran la diversidad de estructuras, y poder analizar si también
presentaban comportamiento self-assembly, lo cual mas adelante se discute ampliamente.
Por cuestiones de tiempo debido al cierre de nuestro laboratorio por la contingencia
sanitaria y un cierre de un mes previo por la toma de las instalaciones de la BUAP, no fue
posible presentar y/o preparar los dimeros con un grupo espaciador mas (oxalato,
etilendiimino, etc.); sin embargo, y debido a la notoriedad e interés en las caracteristicas de
los compuestos hasta ahora obtenidos, nuestro grupo de investigacién sigue trabajando

actualmente en dar seguimiento a nuestra linea de investigacion.
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4.9 Formacion de biesteroides con oxalildihidrazona como grupo

espaciador.

Reactivos y condiciones:
i) Reactivo de Jones, Acetona/CH,Cl,.

i) Oxalildihidrazina, EtOH, piridina, reflujo.

iiiy PCC, NaCOg, CH,Cl,, TSOH.

iv) Ac0, reflujo

v) Reactivo de Collins, piridina, temp amb 15h.

Esquema 35. Obtencién de biesteroides con oxalildihidrazona como grupo espaciador

Como se mostré en los antecedentes, el hecho de introducir nitrogeno a estructuras
esteroidales ha mostrado generar y/o potenciar la actividad biolégica que presentan, como
la actividad anti-proliferativa en diversos tipos de cancer, por lo que generar alcaloides
esteroidales cobré gran interés. Nuestro trabajo se ha desarrollado alrededor de
oxidaciones en diferentes posiciones, cuyos productos cetonicos en los compuestos que se
han obtenido en este trabajo de tesis en las posiciones C-3 y C-6, permite explorar la
obtencion de alcaloides diméricos, mediante una reaccién de condensacion con

oxazildihidrazina.

Se desarroll6 una estrategia sintética para conducir a nuevos biesteroides con un grupo
espacidor oxalildihidrazona, utilizando oxalildihidrazina como grupo espaciador para
condensarlos con esteroides cetonicos obtenidos previamente, como se muestra en el
Esquema 35. El primer derivado obtenido fue el biesteroide 77 obtenido a partir de
diosgenona y oxalildihidrazina, que se obtuvo en excelente rendimiento, y cuta
caracterizacion se describe a continuacion. En el espectro de RMN de 'H de 77 a
frecuencias bajas se aprecian las sefales correspondientes a los protones de ambas

unidades esteroidales se observa en 5.97 ppm una sefal intensa y simple para los protones

121



vinilicos H-4 y H-4’, que debido a la simetria y equivalencia quimica la sefial integra para
2H. La sefal que usualmente se distingue en alrededor de 5 ppm para el H-3 y H-3’ no se
observa, ya que el C-3 es cuaternario. La sefial doble de doble de dobles de los H-16 y H-

16’ se encuentra en 4.39 ppm.
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Figura 114. Espectro de RMN-'H a 500 MHz del biesteroide 77.

El par de sefiales de los protones diasterotopicos en el C-26 y C-26’ se ubican en
3.37 y 3.45 ppm. Es necesario destacar que aparece una sefal doble para el H-6e, que se
desplaza a frecuencias altas debido a la cercania del doble enlace en C4-C5 y la
conjugaciéon extendida que proporciona la hidrazona. Las sefiales correspondientes a los
demas protones de la molécula guardan una similitud con la materia prima, ya que no se
han visto afectadas por la modificacion en el anillo A, como es el caso de los protones que
corresponden a los metilos angulares. Estas asignaciones fueron confirmadas a través del
experimento HSQC (Figura 116), donde se observé el acoplamiento que existe entre el
proton H-6 y el C secundario C-6 en la regién de 21.8 ppm, como se observa en la Figura
115. En el espectro de RMN de *C se aprecia un solo juego de sefiales para 14 debido a

la equivalencia quimica por la simteria de la molécula. Las sefales de los cuaternarios
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destaca por presentar 2 sefales en 161.5 y 158.1 ppm que pertenecen a C-5y al C base
del grupo dihidrazona. La sefal del C del carbonilo del grupo oxalilo. EI C-4 vinilico aparace
en 121.9 ppm, y el C-22 espirocetalico se observa en 109.2 ppm. Los C base de oxigeno

se mantienen en 80.7 ppm para el C-16 y en 66.8 ppm para el C-26.
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Figura 115. Espectro de RMN-'3C a 125 MHz del biesteroide 77.
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Figura 116. Espectro de RMN-HSQC a 500 MHz del biesteroide 77 con expansion.

En el espectro de RMN-COSY fue posible identificar el H-17 que se distingue en

HSQC como un metino base de oxigeno, que correlaciona con el H-16 en el COSY, y el
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acoplamiento con el H-15. Destaca de forma relevante el acoplamiento del H6e con H-6a,

cercana a la sefial del metilo del AcOEt residual. El resto del espectro es similar a la materia

prima esteroidal, por lo que las correlaciones son conocidas.
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Figura 117. Espectro de RMN-COSY a 500 MHz del biesteroide 77.

Figura 118. Biesteroide oxalildihidrazona 77 formando hilos en solucién (hexano/AcOEt).
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Al purificar el crudo de reaccién por particion de solventes, notamos que exhibia la
formacion de largos listones al contacto con el disolvente (Figura 118), tanto con el sistema
hexano/AcOEt como solo con AcOEt, y que la formacion o autoensamblaje es estable al
paso del tiempo. A pesar de haber cambiado de grupo espaciador, los biesteroides
presentan el mismo comportamiento que aquellos cuyo grupo espaciador es el tereftalato,
cofirmando que de este comportamiento, es responsable el esteroide, no el grupo
espaciador, aunque si debe contribuir con la geometria molecular y fuerzas
intermoleculares que permitan estabilizar el gel. Por cuestiones de tiempo, no fue posible
enviar a tiempo la muestra a microscopia para caracterizar el autoensamblaje a ese nivel,

el cual esta en proceso.

La diosgenin-3,6-diona (74) fue la materia prima para hacerla reaccionar con
oxalildihidrazina en las mismas condiciones de reaccion del compuesto anterior, obteniendo
el biesteroide oxalildihidrazona 78. El crudo de reacciéon presenté una coloracion
anaranjada muy intensa, y al monitorear la reaccién por CCF fue posible distinguir la
formacion de 3 productos, de los cuales 1 fue el producto mayoritario, que se muestra en la
estructura de la Figura 119. De los 2 productos restantes, por falta de tiempo, aun no se ha

logrado obtener la muestra pura para su elucidacién completa.

Figura 119. Crudo de reaccion y estructura del biesteroide oxalildihidrazona 78.

Una vez terminada la reaccién y después de realizar la separacién por particion de
disolventes, el producto mayoritario de la reaccion fue caracterizado por RMN e IR. A partir
de los datos recolectados y analizados, pudimos concluir que el biesteroide obtenido fue

aquel cuya union fue a través del carbonilo C-6, dejando en ambas unidades esteroidales
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la cetona en C-3 sin reaccionar (78, Figura 119), cuya sefial en el espectro de RMN-"*C se
aprecia en 199.7 ppm, caracteristico para el C-3 en la diona. Se asume que los otros
productos biesteroidales de la reaccion son aquellos donde la cetona en C-3 participa en la
formacién del C=N, ya sea con la misma posicion de otra unidad esteroidal o con la de la
posicion C-6. En el espectro de RMN de 'H, se observa la sefial del proton vinilico H-4 en
5.35 ppm; en 4.41 ppm se observa la sefial multiple del H-16. Los protones diastereotopicos
H-26 se muestran en 3.48 y 3.38 ppm; y en 1.8 ppm se encuentra la sefal del H-17 que se
pudo asignar por su correlacion con su carbono base de oxigeno en 66.8 ppm como se
observa en el HSQC.
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En el espectro de RMN-"3C se aprecia en 199.7 ppm la sefial caracteristica para el

C-3-C-3.En171.3y 167.8 ppm se observan las sefiales de los C=0 y C=N respectivamente

pertenecientes al grupo espaciador oxalildihidrazona.
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Las sefiales en 140.8 y 121.4 ppm pertenecen a los carbonos vinilicos C-5 y C-4
respectivamente, y el C-22 aparece en 109.3 ppm. En la regién de los carbonos base de
oxigeno, el C-16 se observa en 80.8 ppm, seguido del C-26 con un desplazamiento quimico
de 66.8 ppm. El C-17 que es un metino se aprecia en 62.0 ppm. Las correlaciones
heteronucleares de estos carbonos con sus respectivos protones fueron corroboradas por
el espectro HSQC (Figura 122), que incluso muestra la correlacion del carbono del AcOEt

residual con su sefal cuadruple en la traza de proton.
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Figura 122. Espectro de RMN-HSQC a 500 MHz del biesteroide 78.
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Por cuestiones de la vigencia del programa de posgrado, las pruebas de comportamiento
de autoensamblaje para este compuesto 78 aun no se recolectan y no estan terminadas,
sin embargo se sigue trabajando en su caracterizacion completa y se dara seguimiento a

los resultados que se obtengan en el corto plazo.

Se realizé la obtencién del biesteroide utilizando al acetato de diosgenin-7-ona como unidad
esteroidal para unirla al grupo espaciador oxalildihidrazina. El resultado fue la obtencién del
biesteroide 79 en buen rendimiento, pero las condiciones de reaccién facilitaron la
eliminacioén del acetato en C-3, conduciendo a un derivado conjugado en los anillos A/B. El
grupo 3-OAc resultd ser muy labil con el calentamiento, ademas de que su eliminacion se
ve favorecida por la conjugacion que se genera con la doble ligadura en C-5 (Esquema 35).
Con la finalidad de conservar el grupo acetato en C-3 se realizaron distintas reacciones
variando la temperatura y tiempos de reaccion pero los resultados no fueron favorables
hasta ahora.

Aunque no fue posible caracterizar adecuadamente el comportamiento self-assembly, la
formacion de laminas (membranas) se observé después de la purificacion por particion de

solventes.

Figura 123. Estructura y crudo de reaccién del biesteroide oxalildihidrazona 79.

Una vez recoletados y revisados los datos espectroscépicos, pudimos corroborar
que el biesteroide obtenido sufrié la eliminacion del AcO-3, dejando en ambas unidades
esteroidales una doble ligadura en los C3-C4, que parece ser el producto energéticamente
favorecido al generar una deslocalizacion electronica en un dieno exo en ambos anillos,
donde en la conjugacioén alcanza a participar el C=N del grupo espaciador (79, Figura 123),
Los espectros de RMN de "H y "3C muestran las sefiales para 2 unidades esteroidales mas
el grupo oxalildihidrazona. En el espectro de RMN de 'H, se observan las sefales del

sistema conjugado de los protones vinilicos H-3 en 6.18 ppm, el H-4 en 6.09 ppm, y en 5.35
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ppm el H-6, ; en 4.46 ppm se observa la sefial multiple del H-16. Los protones
diastereotépicos H-26 se aprecian con el patrén de acoplamiento caracteristico de la
cadena lateral espirocetalica en 3.47 y 3.41 ppm para el H-26e y H-26a respectivamente.

Se desplaza a frecuencia alta en 2.90 ppm como una sefial multiple que integra para 1H
que se asignd al H-15e. La sefal en 2.41 ppm se asigno al H-8, debido a la cercania de
este con el C=N. Las senales de los metilos angulares y las de los Me-21 y Me-27 guarda

cierta similitud con la materia prima, la diosgenin-7-ona.
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Figura 124. Espectro de RMN-'H a 500 MHz del biesteroide 79.

En el espectro de RMN-"C se aprecia en la region alrededor de 200 ppm no se
aprecian sefales de cetona, al ser el C-7 parte del enlace C=N en 161.2 ppm. En 167.8
ppm se observa la sefal del C=0 del grupo espaciador oxalildihidrazona (Figura 124). Las
sefiales de los carbonos vinilicos C-3, C-4 y C-5 respectivamente se asignaron a las senales
presentes entre 124 y 136 ppm; el C-22 aparece en 109.3 ppm de forma similar a la materia
prima esteroidal. En la regién de los carbonos base de oxigeno, el C-16 se observa en 81.0

ppm, seguido del C-26 con un desplazamiento quimico de 68.1 ppm. El C-17 que es un
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metino se aprecia en 66.8 ppm. Las correlaciones heteronucleares de estos carbonos con
sus respectivos protones son corroboradas con ayuda del espectro HSQC, que nos permite
observar la correlacion de los carbonos con los protones que se han mostrado en

frecuencias altas debido a su ambiente quimico (Figura 125).
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Figura 125. Espectro de RMN-'3C a 125 MHz del biesteroide 79.

Es importante considerar que este trabajo incluia trabajar con derivados de
hecogenina, sin embargo, a la fecha no fue posible aislar una muestra adecuada del dimero
proyectado, y el tiempo para concluir el trabajo experimental se agoté. El seguimiento de
estos resultados se dara en el corto plazo y complementara lo reportado en este trabajo de
tesis. Los compuestos biesteroidales obtenidos aqui descritos han resultado sumamente
interesantes, debido a sus patrones en RMN por la simetria de las moléculas, por su
comportamiento y capacidad gelificante, y todas estas caracteristicas que los hacen tan
peculiares. Estos resultados nos han motivado a estudiarlos y caracterizar sus propiedades
de nuevos materiales; sin embargo, es necesario continuar con su obtencion para contar

con mayores datos que nos permitan concluir y comprobar nuestras presunciones, y ampliar
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el estudio de sus propiedades en solucion, en gel y en estado sdlido, que parecen tan

diferentes en su acomodo e interaccion intermolecular segun la polaridad del medio.
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5 DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Equipos y técnicas utilizadas.

Puntos de Fusion

Los puntos de fusion fueron determinados por la técnica de capilar abierto en un

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

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se obtuvieron con un aparato
Bruker de 500 MHz para los espectros de 'H y de 125 MHz para *C. Como disolvente se
utilizé cloroformo deuterado (CDCIs), Piridina deuterada (Py-ds) y Metanol deuterado
(CD30D) 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: sefal simple, sa: simple ancha, d: sefal doble, t: sefal triple, dc: doble de

cuadruples y m: sefial multiple.
Espectroscopia de Infrarrojo

Se utilizé un espectrofotometro 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.
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

El analisis morfolégico de los ésteres biesteroides autoensamblados se realizé en
un microscopio Philips XL30 ESEM. Las muestras SEM se prepararon revistiendo una
pelicula de oro sobre las muestras. El metal se aplic6 de manera controlada en un

dispositivo de recubrimiento por pulverizacién catédica.
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Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las fracciones molares se midieron mediante Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC), dispositivo DSC Mettler Toledo Star 1 (Mettler-Toledo GmbH, Analytical, CH-8603
Schwerzenbach, Suiza), y las purezas estimadas fueron superiores a 0,98. Posteriormente,
las muestras se colocaron en celdas de aluminio de 40 uL herméticamente selladas y se
calentaron bajo un flujo constante de atmdsfera de nitrégeno seco con una velocidad de

calentamiento de 10° C/min.
Termogravimetria/TGA

El analisis termogravimétrico se obtuvo en un dispositivo termogravimétrico Perkin
Elmer Diamond (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, EE. UU.) en atmésfera de argon utilizando
un intervalo de temperatura de 25 a 350 C con una velocidad de calentamiento de 10

°C/min.
Difraccion de Rayos X de polvos

Los patrones de difraccion de polvo se recolectaron en un difractémetro Bruker D-8
Advance (Bruker, Madison, WI, EE. UU.; Diffrac-Eva 4.3) (radiacion Cu-Ka, 40 kV, 30 mA),
en el rango de 26 5-60°, con un tamafo de paso de 0,02° (0,5 s por paso). Las muestras

se montaron en un soporte de silicona.
Difracciéon de Rayos-X.

Los datos de difraccion de Rayos-X monocristalinos de 10a se recolectaron a
temperatura ambiente con un difractometro Xcalibur (Oxford Diffraction, Yarnton, Reino
Unido; CrysalisPro 1.171) equipado con un detector Atlas y una fuente de rayos X Enhance
(radiacién CuKa, A = 1,5418 A). Para la DRX del triol 112, la 23-acetilhecogenina hidrato
11b y de la diona 44, se midieron usando intensidades de difraccion de rayos X medidas
en un difractémetro Stoe Stadivari a temperatura ambiente.®” Los factores de refinamiento

y estructura de cada muestra se han depositado en el CCDC.
Microondas Focalizado

La metodologia de sintesis asistida por irradiacion de microondas focalizado fue
desarrollada en un microondas marca Anton Paar modelo Monowave 300, donde las
reacciones fueron llevadas a cabo en un vial cerrado neumaticamente a presion, y

monitoreada la presién y la potencia de salida entregada; la temperatura fue monitoreada

135



por un sensor infrarrojo sin termémetro de ruby. El enfriamiento del vial fue realizado con
aire seco comprimido. Se utilizaron viales de 10 y 30 mL de vidrio borosilicato con septa.

Se ensayaron diversos solventes polares grado reactivo transparentes a las MW.
Microreactor de Flujo Continuo.

Las reacciones de flujo continuo se llevaron a cabo en un Microreactor de Flujo
Continuo modelo Asia de la marca Syrris con N> como gas acarreador para atmésfera

inerte.

Cromatografia

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales
de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4+ de Macherey-
Nagel, Alemania y como fase movil sistemas de elucion de acetato de etilo — éter de
petroleo. 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%.

Para la cromatografia en columna, se empled gel de silice de 230-400 mallas MN Kieselgel
60 de Macherey-Nagel, Alemania, de acuerdo a la técnica “flash” utilizando un sistema de

eluyente de acetato de etilo — éter de petroleo en diversas proporciones.

5.2 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. Se utilizaron acetato de hecogenina y acetato
de sarsasapogenina comerciales marca Sigma-Aldrich. 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.*®
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5.3 Procedimientos generales. Preparacion y Caracterizacion Estructural
de Esteres Biesteroides del Acido Tereftalico.

HO
Figura 126. Estructura de diosgenina (2a).

La diosgenina (2), Figura 93, se utilizé tanto adquirida comercialmente como la
extraida por extraccion alcohdlica de barbasco, y se caracterizé por métodos fisicos y

espectroscopicos, los datos fueron comparados con los de la literatura. Polvo amorfo, p.f.
=199-202 °C.%®

Las sapogeninas hecogenina y sarsasapogenina fueron adquiridas comercialmente,
por lo que no fueron caracterizadas por RMN. El esquema general de sintesis involucré la

obtencion de biesteroides a partir de sapogeninas, a partir de 23-acetilsapogeninas, y la

apertura de de la cadena lateral de esos derivados biesteroidales.

Diosgenina (a) (25R), Ry, Ro,= As
Hecogenina (b) (25R), Ry=H, R=0
Sarsasapogenina (c) (255), Ry Ry=H

Reactivos y condiciones:

i)Cloruro de tereftaloilo, piridina, reflujo. o
i) BFg-Et,0, Ac,0. iii) KOH EtOH 10%.

i) AATFA , CH,Clp, BF3OEtp, 5 min.

Esquema 37. Esquema general de obtencién de tereftalatos de biesteroides.
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5.4 Modificacion de la cadena lateral y obtencién de precursores de
biesteroides.

5.4.1 Obtencion del derivado epoxicolesténico 4a.

Esquema 39. Acetdlisis de Diosgenina (2a).

Se disolvio 5.00 g (12 mmol) de sapogenina (2) en 25.0 mL de anhidrido acético (265 mmol)
y 5 mL de BF3-OEt; (39.46 mmol) la mezcla de reaccion se dejo en agitacion a temperatura
ambiente por 10 min. La reaccion se dio por terminada cuando ya no se observé materia
prima por cromatografia en capa fina (CCF). El crudo de reaccion se vertié a un matraz con
100 ml de agua destilada fria en agitacion por una hora. La fase organica obtenida se
neutralizd con NaHCO3 hasta pH neutro, se realizé de 2 lavados con agua destilada, se
extrajo con CHCl,, se sec6 con sulfato de sodio (Na>SO4) y se concentré. Se obtuvo una
laca, para purificar la reaccién se us6 columna de cromatografia con gel de silice, se empled
sistema 85:15 (hexano y acetato de etilo). Se obtuvo 4.89 g (75%) del compuesto 4a-c (ver
esquema 36) el cual se caracterizdé debidamente y fue comparado con lo reportado en la

literatura.'®
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5.5 Regeneracion del espirocetal sapogeninico en medio basico.

Obtencion de la 23(r)-acetildiosgenina.

AcO

Diosgenina (a) (25R), R1, Rz2,= As, Rg=H
Hecogenina (b) (25R), R1, R2=H, R3=0

Esquema 40.

En un matraz balén de 250 mL que contienia 5.4 g (9.9 mmol) del derivado epoxicolesténico
4a-b, se agregaron 100 mL de una solucion etandlica de KOH al 20 %; la solucion se
mantuvo en agitacion constante (30 min) y fue seguida por cromatografia en capa fina
utilizando como eluyente éter de petroleo/acetato de etilo (7:3). La reaccién se dio por
terminada cuando por CCF se observo una mancha menos polar que la materia prima.
Posteriormente la mezcla de reaccion fue neutralizada con HCI y extraida con cloruro de
metileno para filtrar al vacio y separar la fase organica de las sales formadas. Finalmente,
la fase organica se lavo con agua destilada, se seco con sulfato de sodio anhidrido y se

concentro a sequedad en el rotavapor. Los productos obtenidos se cristalizaron en AcOEt.

5.5.1 Caracterizacion de la 23(R)-acetildiosgenina (8a).

C29H4404 P. M. = 456.68 Rendimiento: 93%

Polvo blanco, punto de fusion: 181-183 °C (AcOEt), [a] = -129° (c= 0.2).
IR ( v): 3500 (vOH libre), 1685 (vC=0), 1636 (vC=C), 1054 (vC-O).
RMN 'H

8:56.32 (1H, d, J= 4.8 Hz, H-6), 4.40 (1H, ddd, Ji6,17=, J16,15a= 16 Hz, J16,15¢= 7.6, H-16), 3.50
(1H, m, H-3), 3.48 (1H, ddd, Jgem=11 Hz, J26e-250= 4.4 Joge-24e= 2.4 Hz, H-26€); 3.41 (1H, dd,
Jose25 = 4.2 Hz, Jose26a = 11 Hz , H-26a), 2.64 (1H, dd, J23a.24a= 12.2 HZ, J234,246= 4.2 Hz, H-
23a), 2.28 (1H, ddd, J24az4e= 13 HZ, Josa23a= 12.2 Hz, Jasazse= 5 Hz, H-24a), 2.20 (3H, s, 23?),
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1.00 (3H, s, CHs-19), 0.98 (3H, d, J21,20= 6.0 Hz, CH3-21), 0.86( 3H, d, J27,25= 6.0 Hz, CHs-
27), 0.66 (3H, s, CH3-18).

RMN *C

§: 14.4 (C-21), 16.4 (C-18), 17.2 (C-27), 19.7 (C-19), 20.8 (C-11), 28.6 (C-23? ), 29.7 (C-8),
31.2 (C-9), 31.5 (C-2 y C-15), 32.0 (C-1 y C-12), 36.6 (C-7), 37.1 (C-20), 38.4 (C-4), 39.7
(C-10), 40.5 (C-13), 42.2 (C-24), 49.9 (C-25), 54.9 (C-23), 56.3 (C-14), 61.1 (C-17), 66.0 (C-
26), 71.5 (C-3), 81.0 (C-16), 108.1 (C-22), 121.3 (C-6), 140.9 (C-5), 210.2 (C-23").

5.5.2 (23R)-acetilhecogenina (8b)

C29H4405 P. M. =472.67 Rendimiento: 98%
Polvo blanco, punto de fusion: 242-244 °C (AcOEt), [a] =-10.6 ° (c= 0.2),
IR ( v): 3498 (vOH), 1703 (vC=0 ciclica), 1695 (vC=0 ), 1350 (vC-O), 1060 (vC-O).

RMN de 'H, &: 4.32 (1H, m, H-16), 3.57 (1H, m, H-3), 3.49 (1H, dd, Jz6.25 = 4 Hz, Jgem= 11
Hz, H-26a); 3.37 (1H,d , Jgem= 11 Hz , H-26€), 2.64 (1H, dd, J250,240 = 4.2 Hz, J230,240 = 12.00
Hz, H-23a), 2.54 (1H, dc, J17.20= 10 Hz, H-17), 2.37 (1H, ddd, Jzse 230 =4 Hz, Jgem =J246,256= 13
Hz, H-24e), 2.20 (1H, dd, J24e 252 =Jgem= 10 Hz, H-24a), 2.17 (3H, s, 232), 1.04 (3H, d, J21.20=
6.0 Hz, CHs-21), 0.91 (3H, s, CHs-19), 0.87 (3H, s, CHa-18), 0.84 ( 3H, d, J27,5= 6.0 Hz,
CH3-27).

RMN de °C, 8: 12.0 (C-18), 12.9 (C-21), 16.0 (C-19), 17.0 (C-27), 28.3 (C-6), 28.9 (C-23?),
29.7 (C-5), 30.9 (C- 7), 31.2 (C-1), 31.6 (C-2), 32.0 (C-4), 34.1 (C-8), 36.1 (C-15), 36.4 (C-
10), 37.7 (C-24), 37.8 (C-11), 38.8 (C- 9), 44.6 (C-25), 52.3 (C-20), 54.5 (C-23), 55.3 (C-
13), 55.4 (C-14), 55.5 (C-17), 66.1 (C-26), 70.8 (C-3), 79.4 (C-16), 107.9 (C-22), 209.6 (C-
231), 212.8 (C-12).
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5.6 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion Estructural de
Esteres Biesteroidales del Acido Tereftalico.

En un matraz de fondo redondo de 125 mL, la sapogenina 2a-c o 8a-b (3 g, 7,2 mmol)
se disolvio en piridina (50 mL); luego se anadio cloruro de tereftaloilo (0,6 g, 10,8 mmol). La
mezcla de reaccion se agité magnéticamente a 115 °C durante 3 h. Después de eso, la
mezcla se enfrié. La fase organica se extrajo con CH2Clz (25 mL x 3), se lavd con salmuera
(2 x 20 mL), seguido de neutralizacién con una solucién de HCl al 5 %. El producto bruto se
secé sobre Na;SO4 anhidro y se concentr6 a sequedad al vacio. Los biesteroides
resultantes se purificaron mediante métodos de reparto de disolventes a partir del crudo.
Los biespirostanos 66a-c y 67a-b se obtuvieron como sélidos incoloros. Se aplico el mismo
procedimiento para obtener el éster de bicolesterol (72) y el éster de bicolestanol (73) a

partir de 70 o 71, respectivamente.

5.6.1 Bicolesteril tereftalato (72).

Rendimiento (83%); P.f. 258-260 °C (hexano/AcOEt); [a]o +33° (c= 0.0011). IR cm-": 2931
(CH3—, —CH2-);1715 (C=0-0 tereftalato), 1271, 1080 (C—O-C). EMAR (FAB) m/z para
Ces2H9404 Calcd: 903.4574; obs: 903.4568.

'H RMN §: 8.08 (s, 4H, H-aromaticos), 5.45 (2H, m, H-6, H-6), 5.10 (2H, m, H-3, H-3'), 2.29
(4H, m, H-4, H-4"), 1.09 (2H, m, H-17-H-17") 1.00 (6H, s, CH3-19, CHs-19’), 0.91 (6H, d, Jar.
2= 7.2 Hz, CHa-21, CHs-21’), 0.86 (12H, s, CH3-26, CHs-26"), 0.68 (6H, d, Jo7.05=6.4 Hz,
CHa-18- CH3-18).

13C RMN &: 37.2 (C-1, C-1'), 31.4 (C-2, C-2'), 74.8 (C-3, C-3"), 41.4 (C-4, C-4’), 140.8 (C-5,
C-5), 121.4 (C-6, C-6’), 50.0 (C-9, C-9'), 36.6 (C-10, C-10’), 20.8 (C-11, C-11’), 39.7 (C-12,
C-12'), 40.2 (C-13, C-13'), 56.5 (C-14, C-14), 31.8 (C- 15, C-15’), 80.8 (C-16, C-16’), 62.0
(C-17, C-17"), 16.3 (C-18, C-18’), 19.4 (C-19, C-19’), 41.6 (C-20, C-20"), 14.5 (C-21, C-21),
31.3 (C-23, C-23'), 28.7 (C- 24, C-24), 30.3 (C-25, C-25'), 28.5 (C-26, C-26"), 17.1 (C-27,C-
27), 129.5 (CH aromaticos); 134.3 (C-ipso 1,4; 1',4’) 165.25 (COO-3, COO-3).
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5.6.2 Bicolestan-3-il tereftalato (73).

Rendimiento (83%); P.f. 254-256 °C (hexano/AcOEt); [a]o +6° (c= 0.0014). IR cm-": 2930
(CH3—, —CH2-);1716 (C=0-0 tereftalato), 1272, 1114 (C—O-C). EMAR (FAB) m/z para
Ce2Hos0O4 Calcd: 907.4620; obs: 907.4658.

'"H RMN 3§: 8.08, (4H, s, H-aromaticos), 4.96 (2H, ddt, J32.=16.15 Hz, J3.4a=11.35 Hz, Js.
2e=Js.46=4.88 Hz, H-3, H-3') 0.90 (6H, d, J5.2.=6.39 Hz, CHs-21, CH3-21"), 0.87 (6H, s, CHs-
18, CH3-18"), 0.87 y 0.86 (6H, d, J3.24=2.56, CHs-26 y CH3-26"), 0.66 (6H, s, CHs-19, CHa-
19)).

3C RMN §: 165.40 (COO-3, CO0-3), 131.3 (C-ipso 1,4; 1’,4’), 129.4 (CH-aromaticos), 74.9
(C-3, C-3') 56.3 (C-17, C-17"), 56.2 (C-16, C-16'), 54.2 (C-5, C-5'), 44.6 (C-14, C-14'), 42.6
(C-11, C-11"), 39.5 (C-20, C-20'), 32.0 (C-1, C-1") 31.5 (C-15, C15'), 28.6 (C-4, C-4'), 18.7
(C-21, C-21’), 12.3 (C-18, C-18), 12.1 (C-19, C-19).

5.6.3 Bidiosgeninil 1,4-tereftalato (66a).

Rendimiento (85%); P.f. 317-320 °C (hexano/AcOEt); [o]o -67.71° (c= 0.0022). IR cm-":
2942 (CH3—, —CH2>-);1713 (C=0-O0 tereftalato), 1274, 1116 (C-O-C). EMAR (FAB) m/z para
Ces2HgeOs Calcd: 959.6401; obs: 959.6414.

'H RMN (600 MHz) &: 8.08 (s, 4H, H-aromaticos), 5.44 (2H, d, J= 5.2 Hz, H-6, H-6"), 4.91
(2H, ma, H-3, H-3), 4.43 (2H, ddd, Jss.1s0 =J16.150 =J16.17= 7.6 Hz, H-16, H-16"), 3.48 (2H,
ddd, Jeem=10.8, Joge. 250= 4.4 Jase2s= 2.4 Hz, H-26e, H-26¢’), 3.38 (2H, dd, Jyem= Jasa-
262=10.8Hz, H-26a, H- 26a'), 2.50 (4H, d, Jsas= 8 Hz, H-4, H-4’), 2.0 (2H, d, J17.16=7.6 Hz,
H-17-H-17") 1.10 (6H, s, CH3-19, CH3-19'), 0.99 (6H, d, Jz1.20= 7.2 Hz, CH3-21, CH3-21"),
0.80 (6H, s, CH3-18, CHs-18"), 0.79 (6H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27- CH3-27").

13C RMN (150 MHz) §: 37.2 (C-1, C-1’), 31.4 (C-2, C-2'), 75.2 (C-3, C-3'), 41.4 (C-4, C-4),
140.8 (C-5, C-5'), 121.4 (C-6, C-6'), 32.0 (C-7, C-T’), 31.6 (C-8, C-8), 50.0 (C-9, C-9’), 36.6
(C-10, C-10), 20.8 (C-11, C-11), 39.7 (C-12, C-12), 40.2 (C-13, C-13'), 56.4 (C-14, C-14"),
31.8 (C- 15, C-15), 81.0 (C-16, C-16), 62.0 (C-17, C-17’), 16.3 (C-18, C-18’), 19.4 (C-19,
C-19'), 41.6 (C-20, C-20), 14.5 (C-21, C-21’), 109.5 (C-22, C-22’), 31.3 (C-23, C-23'), 28.7

142



(C- 24, C-24’), 30.3 (C-25, C-25"), 66.9 (C-26, C-26’), 17.1 (C-27,C-27’), 129.7 (CH-
aromaticos); 134.4 (C-ipso 1,4; 1',4’), 165.4 (COO-3, COO-3").

5.6.4 Bihecogeninil 1,4-tereftalato (66b).

Rendimiento (88%); P.f. 261-262 °C (hexano/AcOEt); [a]o -6.62° (c= 0.0018). IR cm-": 2928
(CHs—, —CH2>-); 1702 (C=0-0 tereftalato), 1672 (estrechamiento C=0 C-), 1279, 1038 (C—-
O-C). EMAR (FAB) m/z para Cs2HssO10 Calcd: 990.6621; obs: 990.6619.

'H RMN 3&: 8.06 (s, 4H, Ar), 4.95(2H, tt, J3.2a= J3.4a = 11.0 Hz, J3.26= J3.4e=4.7 Hz, H-3, H-3"),
4.34 (2H, ddd, J16-15a = 8.8 Hz, J16.15¢= 7.4 Hz, J16.17 = 6.2 Hz, H-16, H-16’), 3.50 (2H, m, H-
26e, H-26¢€’), 3.35 (2H, dd, Jgem= J26a-252=10.6Hz, H-26a, H- 26a'), 2.53 (2H, dd, Jgem= 14.2
Hz, J11a-10= 13.2 Hz, H-11a, H-11a’), 2.42 (2H, dd, Jgem= 14.2 HZ, J11e-10= 5.0 Hz, H-11e, H-
11¢e’), 1.08 (6H, d, J2120= 7.2 Hz, CH3-21, CH3-21"), 1.06 (6H, s, CH3-18, CH3-18’), 0.98 (6H,
s, CH3-19, CH3-19’), 0.78 (6H, d, J27.2s=6.4 Hz, CH3-27- CH3-27’).

13C RMN &: 37.2 (C-1, C-1), 31.4 (C-2, C-2)), 74.3 (C-3, C-3'), 41.4 (C-4, C-4’), 31.3 (C-7,
C-7'), 30.1 (C-8, C-8), 50.0 (C-9, C-9'), 36.1 (C-10, C-10), 20.8 (C-11, C-11), 213.3 (C-12,
C-12’), 40.2 (C-13, C-13’), 39.3 (C-14, C-14’), 31.4 (C- 15, C-15), 79.1 (C-16, C-16’), 66.8
(C-17, C-17"), 16.0 (C-18, C-18), 17.1 (C-19, C-19), 41.6 (C-20, C-20’), 13.2 (C-21, C-21’),
109.2 (C-22, C-22'), 31.4 (C-23, C-23'), 28.7 (C- 24, C-24’), 30.1 (C-25, C-25'), 66.8 (C-26,
C-26'), 11.9 (C-27,C-27"), 130.0 (CH-arométicos); 134.3 (C-ipso 1,4; 1’,4’), 165.2 (COO-
3,C00-3).

5.6.5 Bisarsasapogeninil tereftalato (66c).
Rendimiento (80%), P.f. 204-206 °C (hexano/AcOEt); [o]o -23.33° (c= 0.0018). IR cm-":
2929 (CHs—, —CH2>-); 1718 (C=0-0 tereftalato), 1269, 1117 (C—-O—-C). EMAR (FAB) m/z para

Ce2H900Os Calcd: 962.6636; obs: 962.6619.

'H RMN §: 8.11 (s, 4H, Ar), 5.36 (2H, m, H-3, H-3'), 4.42 (2H, m, H-16, H-16’), 3.95 y 3.31
(4H, d, Jose. 255= 4.4 H-26, H-26"), 1.09 (6H, d, Jz1.20= 7.2 Hz, CHs-27, CH5-27"), 1.04 (6H, s,
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CHs-19, CHa-19), 1.0 (6H, d, J21.20= 7.2 Hz, CHa-21, CHs-21"), 0.78 (6H, s, CH3-18, CHa-
18).

13C RMN &: 37.7 (C-1, C-1°), 31.4 (C-2, C-2'), 71.9 (C-3, C-3), 40.0 (C-4, C-4’), 38.5 (C-5,
C-5), 28.5 (C-6, C-6'), 32.0 (C-7, C-7’), 31.6 (C-8, C-8'), 42.1 (C-9, C-9'), 36.6 (C-10, C-10),
20.9 (C-11, C-11"), 40.2 (C-12, C-12’), 40.6 (C-13, C-13'), 56.3 (C-14, C-14’), 31.8 (C- 15,
C-15), 80.9 (C-16, C-16’), 62.0 (C-17, C-17), 16.0 (C-18, C-18’), 24.0 (C-19, C-19'), 41.6
(C-20, C-20’), 14.3 (C-21, C-21"), 109.7 (C-22, C-22"), 30.3 (C-25, C-25'), 65.1 (C-26, C-
26'), 16.5 (C-27,C-27"), 129.4 (CH-aromaticos); 134.7 (C-ipso 1,4; 1',4’) 165.1 (COO-
3,C00-3).

5.6.6 Bi-(23R)-23-acetildiosgeninil tereftalato (67a).

Rendimiento (85%); P.f. 269-270 °C (hexano/AcOEt), [a]D -67.93° (c= 0.0014).

IR cm-1: 2949 (CHs—, —CH>—-); 1715 (C=0-0 tereftalato), 1695 (estrechamiento C=0 C-),
1269, 1119 (C-0O-C). EMAR (FAB) m/z para C66H90010 Calcd: 1043.6612; obs:
1043.6609.

"HRMN § : 8.08 (s, 4H, Ar), 5.42 (2H, d, J= 5.2 Hz, H-6, H-6'), 4.88 (2H, m, H-3, H-3), 4.44
(2H, ddd, J16-15a =J16-15¢ =J16.17= 7.6 Hz, H-16, H-16"), 3.50 (2H, ddd, Jgem=10.8, Jose- 25.= 4.4
Jose-24e= 2.4 Hz, H-26€, H-26€’), 3.43 (2H, dd, Jgem= J26a-25a=10.8Hz, H-26a, H- 26a"), 2.65
(1H, dd, J=12.00 Hz, H-23a), 2.46 (1H, ddd, J24a24e= 13 HZ, J24a232= 13 HZ, J24a25¢= 5 Hz, H-
243), 2.21 (6H, m, CH3CO-23), 1.07 (6H, s, CHs-19, CH3-19’), 0.98 (6H, d, J21.20= 7.2 Hz,
CHs-21, CHs-21’), 0.87 (6H, s, CH3-18, CH3-18’), 0.68 (6H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27- CHa-
27).

13C RMN 5: 37.2 (C-1, C-1’), 31.4 (C-2, C-2'), 75.2 (C-3, C-3'), 28.7 (C-4, C-4’), 139.6 (C-5,
C-5'), 122.5 (C-6, C-6'), 32.0 (C-7, C-7’), 31.6 (C-8, C-8'), 55.1 (C-9, C-9’), 36.8 (C-10, C-
10’), 20.8 (C-11, C-11’), 39.7 (C-12, C-12’), 49.9 (C-13, C-13'), 61.25 (C-14, C-14’), 31.8 (C-
15, C-15'), 81.1 (C-16, C-16'), 56.4 (C-17, C-17’), 16.2 (C-18, C-18), 19.4 (C-19, C-19’),
41.6 (C-20, C-20’), 14.2 (C-21, C-21’), 108.1 (C-22, C-22'), 55.1 (C-23, C-23'), 38.5 (C- 24,
C-24'), 31.3 (C-25, C-25'), 66.2 (C-26, C-26), 17.0 (C-27,C-27’), 129.5 (CH-aromaticos);
134.4 (C-ipso 1,4; 1',4"), 165.3 (COO-3, COO-3'), 210.4 (CHsCO-23, CHsCO-23').
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5.6.7 Bi-(23R)-acetilhecogeninil tereftalato (67b).

Rendimiento 80%; P.f. 240-241 °C (hexano/AcOEt), [a]o -2° (c= 0.0013, metanol).
IR cm-': 2957 (CH3—, —CH»-); 1701 (C=0-O tereftalato), 1685 (estrechamiento C=0, C-0),
1280, 1045 (C-O-C). EMAR (FAB) m/z para CesH90012 Calcd:1074.4136; obs:1074.4144.

'H RMN (Py-ds) &: 7.56 (s, 4H, Ar), 4.44 (2H, ddd, J1s.150 = 8.8 Hz, Jrs.150= 7.4 Hz, Jre.17 =
6.2 Hz, H-16, H-16"), 3.81 (2H, tt, Js.2a= Js.4a = 11.0 Hz, J3.00= J5.46=4.7 Hz, H-3, H-3"), 3.54
(2H, m, H-26e, H-26€’), 3.44 (2H, dd, Jyem= Joea25:=10.6Hz, H-26a, H- 26a'), 2.78 (2H, m,
H-23, H-23'), 2.72 (2H, dd, Jgen= 14.2 Hz, Jr1e.10= 5.0 Hz, H-11e, H-11¢’), 2.33 (6H, m,
CHsCO-23), 1.37 (6H, d, Jz1.20= 7.2 Hz, CHs-21, CHs-21’), 0.90 (6H, s, CHs-18, CHs-18"),
0.82 (6H, s, CH3-19, CHs-19’), 0.71 (6H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27- CH3-27").

13C RMN (Py-ds) 8: 30.9 (C-1, C-1), 33.1 (C-2, C-2’), 70.0 (C-3, C-3'), 38.8 (C-4, C-4’), 33.5
(C-5, C-5), 31.3 (C-6, C-6'), 32.0 (C-7, C-T’), 31.6 (C-8, C-8'), 33.9 (C-9, C-9), 37.2 (C-10,
C-10’), 28.7 (C-11, C-11°), 212.3 (C-12, C-12"), 40.2 (C-13, C-13’), 55.5 (C-14, C-14"), 31.8
(C- 15, C-15"), 79.7 (C-16, C-16'), 55.3 (C-17, C-17"), 12.7 (C-18, C-18'), 16.9 (C-19, C-19"),
54.7 (C-20, C-20’), 14.3 (C-21, C-21’), 108.2 (C-22, C-22'), 55.2 (C-23, C-23'), 44.7 (C- 24,
C-24'), 30.3 (C-25, C-25'), 66.0 (C-26, C-26'), 17.8 (C-27,C-27’), 129.9 (CH-aromaticos);
135.1 (C-ipso 1,4; 1',4’), 168.3 (CO0-3,CO0-3'), 208.8 (CHsCO-23, CHsCO-23").

5.7 Procedimiento general. Preparacion de Esteres Biesteroidales del
Acido Tereftalico por Irradiacién de Microondas.

En un vial de borosilicato de 10 mL, se colocaron 250 mg de sapogenina 2a-c o 8a-b
(0.6 mmol) y 3 mL de piridina provistos con agitacion magnética. Esta mezcla fue irradiada
en un horno de microondas focalizado Monowave 300 Anton Paar a una temperatura de
180-200 °C y una presion de 6.4 bares en vial sellado neumaticamente por 3 minutos, y 3
minutos de enfriamiento con aire comprimido. La mezcla de reaccion se llevo a temperatura
ambiente. La fase organica se extrajo con CH2Cl> (10 mL x 3), se lavé con salmuera (2 x 10

mL), seguido de neutralizacién con NaHCOz. El crudo se seco sobre Na>SO,4 anhidro y se
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concentré6 a sequedad al vacio. Los biesteroides resultantes se purificaron mediante
métodos de reparto de disolventes a partir del crudo. Los biespirostanos 66a-c y 67a-b se
obtuvieron como sélidos incoloros. Se aplicd el mismo procedimiento para obtener el éster
de bicolesterol (72) a partir de colesterol (70). El rendimiento en esta metodologia fue

siempre superior al 90%.

5.8 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion Estructural de
Biesteroides con Cadena Lateral Pseudocolestanica con Anhidrido
Mixto (AATFA).

Esquema 41.

Se preparo el anhidrido acético-trifluoracético (AATFA) previamente y se utilizd de
inmediato. En un matraz de balén de 50 mL provisto con agitacion magnética se colocaron
1.6 mL de acido acético (27.9 mmol) y 3.1 mL (21.8 mmol) de anhidrido trifluoracético y se

mantuvo con agitacion magnética durante 2 minutos.

Posteriormente, en un matraz de balon de 50 mL provisto de agitacion magnética se
colocd 1 g (2.18 mmol) de la bisapogenina 66a y se disolvié en 10 mL de CH.Cl,, 1 mL de
BF3OEt; (7.96 mmol) y se adicioné inmediatamente el AATFA recién preparado. La mezcla
de reaccion se conservo en agitacion magnética a temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente, el crudo de reaccion se vacio en un matraz Erlenmeyer con 50 mL de
salmuera en hielo finamente picado. Después de un rato, al crudo de la reaccién lavd con
salmuera (1 x 20 mL), con una solucion de NaHCO3 (2 x 30 mL) y agua destilada (1 x 30

mL). La fase organica se secé con Na2SQO4 y se concentrd en el rotavapor.

La caracterizacion espectroscopica y fisica de las Bipseudosapogenina 66a obtenidas se

muestra a continuacion:
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5.8.1 Acetato de Bi-(25R)-furosta-5,20(22)-dien-3p,26-diil-1,4-tereftalato.

Rendimiento: 95 %, [a]p -26 (c= 1.1, CHCI5)
IR cm™: 1732 (C=0 éster), 1714 (C=0-0 tereftalato), 1694 (C=C), 1375 (CHs), 1236 (C-O).

'H RMN &: 8.07 (s, 4H, H-aromaticos), 5.36 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-6), 4.72 (1H, ddd, Jie.17 =
10.4 Hz, Ji6-15¢= 8 Hz, J16.15a= 5.6 Hz, H-16), 4.58 (1H, m, H-3), 3.93 (1H, dd, J26c-26a= 10.6
Hz, Jose25 = 5.6 Hz, H-26€), 3.87 (1H, dd, J26a-26e= 10.6 Hz, Jo6a25 = 5.6 Hz, H-26), 2.47 (1H,
d, Ji7.16 = 10.4 Hz, H-17), 2.04 (3H, s, CH3COO0-26), 1.58 (3H, s, CHs-21), 1.03 (3H, s, CHs-
19), 0.94 (3H, d, Jo7.25 = 7.2 Hz, CH3-27), 0.69 (3H, s, CH3-18).

13C RMN §: 37.0 (C-1), 27.7 (C-2), 73.7 (C-3), 38.1 (C-4), 139.4 (C-5), 122.1 (C-6), 32.1 (C-
7), 31.2 (C-8), 49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 21.0 (C-11), 39.4 (C-12), 43.2 (C-13), 54.9 (C-14),
34.1 (C-15), 84.2 (C-16), 64.1 (C-17), 14.0 (C-18), 19.4 (C-19), 103.6 (C-20), 11.7 (C-21),
151.1 (C-22), 23.2 (C-23), 30.8 (C-24), 32.1 (C-25), 69.7 (C-26), 16.8 (C-27), 21.5
(CH3COO0-3), 21.0 (CH3CO0-26), 129.5 (CH-aromaticos); 134.4 (C-ipso 1,4; 1',4’), 171.0
(CH3COO0-26).

5.9 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion de Biesteroides

Furosténicos por Apertura de la Cadena Lateral de Bisapogeninas.

Esquema 42.
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En un matraz balon de 250 mL provisto de agitacion magnética con 408 mg (0.39
mmol) de Bi-23-acetilsapogenina (67a), se agregaron 5 mL (52.89 mmol) de anhidrido
acético (relacion 1 g de Biesteroide/ 5 mL de anhidrido acético) y 1 mL (7.89 mmol) de BFs-
OEt; (relacion 1 g de Biesteroide/ 1 mL de BF3). La soluciéon se mantuvo en agitacion
constante y temperatura ambiente (10 min) y fue monitoreada por cromatografia en capa
fina, utilizando como eluyente AcOEt/Hexano (3:7). La reaccion se dio por terminada
cuando ya no se obtuvo materia prima por CCF revelando con H.SO4 al 50 % y calcinando.
Posteriormente la mezcla de reaccioén se extrajo con CH2Cl» (3 x 20 mL) y lavados con agua
destilada. La fase organica obtenida se sec6 con sulfato de sodio anhidrido y la solucién se
concentrd en el rotavapor. La separacion de los productos fue realizada por cromatografia

utilizando como fase estacionaria gel de silice y como eluyente Hexano/AcOEt (8:2).

5.9.1 Bifurosteno (69a).

Rendimiento: 72%. P.f. = 296-299 °C.

IR cm-": 2949 (CH3;—, —CH,-);1717 (C=0-0 tereftalato), 1695 (estrechamiento C=0 C-),
1264, 1121 (C—O-C). 2300 (C=0 estiramiento asimétrico del CO: del aire en la muestra)

RMN 'H 3: 8.08 (4H, s , Ar H-2,3,5,6), 5.30 (1H, b s, H-6, H-6'), 4.91 (1H, m, H-16, H-16),
4.53 (1H, m, H-3, H-3") 3.77 (2H, m, H-26,H-26" ), 3.65 (1H, dq, J20-17 = 11.1, Jao.21 = 6.8 Hz,
H-20, H-20’), 2.15 (3H, s, CH3-23, CH3-23?), 1.99 (3H, s, CHsC00-26, CHsCO0-26"), 1.12
(3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-21, CH3-21"), 0.95 (3H, s, CH3-19, CH3-19’), 0.85 (3H, d, Jo7.25 = 6.5
Hz, CHs-27, CHs-27"), 0.53 (3H, s, CHa-18, CH3-18").

RMN *C §: 13.1 (C-18, C-18’), 17.3 (C-27, C-27’), 19.3 (C-19, C-19’), 19.8 (C-21, C-21"),
20.3 (C-11, C-11"), 21.4 (CH3COO- 3, CH3COO- 3’), 22.0 (CH3CO0-26, CH3CO0-26’), 27.7
(C-2, C-2),29.2 (C-23?,C-23%),31.0 (C-8, C-8’), 31.2 (C-24, C-24), 31.3 (C-25, C-25'), 31.9
(C-7, C-7’), 33.3 (C-15, C-15), 33.6 (C-4, C-4’), 36.6 (C-10, C-10’), 36.9 (C-1, C-1"), 38.0
(C-12, C-12’), 38.1 (C-20, C-20’), 41.3 (C-13, C-13), 50.0 (C-9, C-9’), 55.4 (C-14, C-14’),
62.3 (C-17, C-17’), 68.8 (C-26, C-26’), 73.8 (C-3, C-3), 86.1 (C-16, C-16’), 108.0 (C-23, C-
23’),122.0 (C-6, C-6’), 129.4 (aromaticos C-2,3,5,6); 134.4 (C-ipso 1,4), 139.8 (C-5, C-5’),
170.5 (CH3COO-3, CH3COO0-3’), 171.2 (CH3CO0-26, CH3CO0-26’), 179.0 (C-22, C-22’),
198.6 (C-23", C-23").
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5.10 Procedimiento general. Reacciones en Microrrector de Flujo Continuo
Syrris.

En un reservorio del equipo se colocd una solucion que contiene 5.37 mmol de la
sapogenina (diosgenina o hecogenina) en CH.Clz> (20 mL) y 1 mL (8 mmol) de Trifluoruro
de boro eterado con 3 mL de Ac,0 disueltos en 10 mL de CH.Cl, se bombe6 a 0.05 mL/min
utilizando un equipo Syrris Asia (Syrris, Inglaterra). La solucion se pasé a través del
microrreactor a 0 °C, lo que llevo a un tiempo de residencia de 14 minutos. En el reservorio
de la solucion de salida, se recogio la mezcla de reaccion, la cual se agrego a hielo picado,
se extrajo con CH2Cl,, se sec6é con Na>SO4 y se evapord a presion reducida. El crudo
obtenido fue separado por cromatografia en columna tipo flash, obteniéndose 4 productos,

de los cuales se caracterizaron los mayoritarios.

5.10.1 (25R)-22-oxocolest-4-en-26-hidroxi-3,6-diona (75a).

Sdlido blanco, punto de fusién: 172-174 °C (hexano/AcOEt)
IR cm™: 3010 (OH); 2939 (CH, alifatico); 1720 (tension C=0); 1000 (tensién C-O).
EMAR (m/z): Calculado para C29H1206 :487.3060; observado 487.3065.

RMN 'H & : 6.18 (1H, s, H-4), 5.01 (1H, m, H-16), 3.45 (2H, d, J2s26 = 5 Hz, H-26), 2.94 (1H,
dc, Jro21= 15 Hz, Jaot7= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CH3COO-16), 0.89 (3H, d, Jz725= 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).

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).
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5.10.2 Diacetato de 22-oxocolest-260H-3p,16p-diil-2,4-dien-6-ona (75b).

Rendimiento 23%, sélido blanco, punto de fusion: 165-168 °C (hexano/AcOEt)
IR (cm™): 3015 (OH); 2939 (CH, alifatico); 1721 (tensiéon C=0); 1010 (tensién C-O).

RMN 'H §: 6.18 (1H, s, H-4), 5.01 (1H, m, H-16), 3.45 (2H, d, Jas.26 = 5 Hz, H-26), 2.94 (1H,
dc, J221= 15 Hz, Jao-17= 10 Hz, H-20), 2.01 (3H, s, CHsCOO-16), 0.89 (3H, d, Ja7.25= 10 Hz,
CH3-27),1.12 (3H, d, Jz120= 5 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CHs-19), 0.85 (3H, s, CH3-18).

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

5.11 Modificacion de los anillos A y B para obtener precursores de

biesteroides.

5.11.1 Sintesis de diosgenona.

HO 2a o

Esquema 43.

Al Clorocromato de Piridino (1.7 g, 4.0 mmol) fue agregada una mezcla de CaCO3
(4.0 g, 4.0 mmol) pulverizado y diosgenina (2.0 g, 4.8 mmol) en CH2Cl, (50 mL) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agité por 1.5 h. Una vez transcurrido el
tiempo, se extrajo con éter dietilico (60 mL), se filtr6 por una columna de florisil y se
concentrd a presion reducida. Una vez seca, se disolvié en CH2Cl, (20 mL) y se agregaron

cantidades cataliticas de TsOH dejandolo en agitacion a temperatura ambiente por 20
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minutos. Posteriormete se hicieron lavados con agua destilada, se secé con sulfato de sodio
(Na2S04) y se concentrd en el rotavapor. La mezcla de reaccion fue purificada en una
columna cromatografica con gel de silice (sistema 9:1 hexano/AcOEt). Se obtuvo 1.8 g (90
%) de un sélido blanco con p.f.= 185-187 °C (lit>® 186-188 °C) correspondiente al compuesto
75. HRMS: m/z 413.2775 [M+1]" (calculado para C27H4103: 413.3056).

RMN 'H &: 5.73 (1H, s, H-4), 4.41 (1H, ddd, J16-15a =J16-15¢ =J16-17= 7.2 Hz, H-16), 3.48 (1H,
ddd, Jgem=11.2, J2ge-25a= 4.4 J26e-24e= 2.0 Hz, H-26€), 3.37 ( 1H, dd, J26.26 = J26a- 252= 10.8 Hz,
H-26a), 1.20 ( 3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, J21-20=7.2 Hz, CH3-21), 0.82 (3H, s, CH3-18), 0.79
(3H, d, J27.25= 6.4 Hz, CH3-27).

RMN °C 5: 35.6 (C-1), 33.9 (C-2), 199.6 (C-3), 123.8 (C-4), 171.2 (C-5), 32.8 (C-6), 32.1
(C-7), 35.2 (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), 31.7 (C-15), 80.6 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 17.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-
21), 109.2 (C-22), 31.3 (C-23), 28.8 (C-24), 30.2 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).

5.11.2 Obtencidn del acetato de diosgenina.

Esquema 44.

A una solucion de 2.0 g (4.82 mmol) de diosgenina (2a) 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 solucion saturada de NaHCO3 (2x25 mL) y posteriormente con agua destilada (2x25

mL). Se obtuvo 1.87 g (85%) de un solido blanco correspondiente a 80.

Formula condensada: CxoH4404, P.M= 456.66, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento
85%. [a]o=-122° (CHCI3, ¢=1.0)

IR: 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm™".
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RMN 'H §: 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, J2se-25a= 4.4 Joge-24e= 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, J27.5=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN *3C 5: 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(CH3COO0-3), 21.4(CHsCOO-3).

5.11.3 Obtencién del epoxido-B a partir de acetato de diosgenina.

(0]
KMn04 Fez(SO4)3

t-BuOH, H20, cHzclz
AcO 80 AcO

Esquema 45.

A una solucion de 500 mg (1.1 mmol) de 110 em 20 mL de CH2ClI. fue afiadida una
solucién de 2.0 g (12.65 mmol) de KMnQs4, 1.0 g (2.5 mmol) de Fe(SO4)3, 0.2 mL de H.O y
5 mL de CHxCl., la solucién se coloco en agitaciéon magnética a temperatura ambiente y se
afnadié 0.5 mL de t-BuOH, después de 30 min, la mezcla de reaccién se filtré por una capa
de gel de silice para retirar el oxidante, se afiadié 30 mL de CH2Cl, para terminar de eluir,
el crudo filtrado es lavado con agua (2x25 mL), secado con Na>SO. y evaporado para

obtener 482 mg (85%) de un polvo blanco correspondiente al compuesto 81.

Formula condensada: C29H440s, P.M=472.67, P.f.: 194-196 °C, rendimiento 85%. [a]o= -54°
(CHCls, ¢=1.0)

IR: 3050 (C-O-C epdxido), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm’™.

RMN 'H 5 : 4.76 (1H, m, H-3), 4.32 (1H, m, H-16), 4.02 (1H, dd, J266.26a=10.9 Hz, J2ge-25 = 5.6
Hz, H-26 ), 3.88 (1H, dd, Jasa.260 = 10.9 Hz, Jagas = 6.5 Hz, H-26,), 3.02 (1H, m, H-6), 2.04
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(3H, s, CH3CO2-3), 1.08 (3H, d, J21.20 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, Jo7.25 = 6.8 Hz, CHs-
27), 0.88 (3H, s, CHs-18), 0.82 (3H, s, CHs-19).

RMN ™3C § : 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).

5.11.4 Apertura del epoxido 3 del acetato de diosgenina (81).

AcO

Esquema 46.

Una solucién de 1.0 g (2.11 mmol) de 111 en 30 mL de CHCl; se adicioné 20 mL
de una solucion alcohdlica al 5 % de H3PO4 y 4 mL de H2O destilada y se colocd en agitacién
magnética a temperatura ambiente por 12 h, posteriormente se evaporo la mezcla de
CH2Cl, y alcohol a presion reducida, el sélido obtenido de lavd 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 112.

Formula condensada: Cz7H440s5, P.M= 448.64, punto de fusién: 194-196 °C, rendimiento 83
%. [a]o=-67° (CHCI3, c=1.0)

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

RMN 'H §: 4.64 (1H, m, OH-5), 4.40 (1H, m, H-16), 4.99 (1H, m, H-16), 4.02 (1H, dd, Jase-
26a=10.9 Hz, J2se25 = 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, J.7.25 = 6.8 Hz, CH3-27),
0.88 (3H, s, CH3-18), 1.19 (3H, s, CH3-19).
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RMN '3C § : 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(CH3COO0-3), 21.4(CHsCOO-3).

5.11.5 Oxidacion del Triol de diosgenina 112.

o
R. Jones

CH,Cl,

HO (o)

Esquema 47.

Se disolvieron 1.00 g (2.23 mmol) de 82 en 20 ml de CH2Cl> y 60 mL de acetona, la
reaccion se enfrio a -0°C en agitacion, posteriormente se agregé 3.0 mL de reactivo el Jones
gota a gota en un lapso de 10 min. Cuidando que no rebasara los 10°C, una vez agregado
el reactivo la reaccion se mantuvo en agitacién constante a temperatura ambiente por 30
min; la mezcla de reaccion se virtié a un embudo de separacién y se extrajo con acetato de
etilo, se realizaron de dos a tres lavados con agua destilada, se seca con Na>SO.. Se obtuvo
una mezcla de productos menos polares, posteriormente se purifico en columna de
cromatografia con gel de silice utilizando sistema 9:1 (hexano y AcOEt) obteniendo 396 mg
(40%) de 83 y 330 mg (35 %) de 74.
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5.11.6 Oxidacion del triol 82 de diosgenina.

(0]
R. Jones

HO (o)

OH

Esquema 48.

Se disolvieron 1.00 g (2.23 mmol) 82 en 20 ml de CH2Cl; y 60 mL de acetona, la
reaccion se enfrié a -0°C en agitacion, posteriormente se agregaron 3.0 mL de reactivo el
Jones gota a gota en un lapso de 10 minutos, cuidando que no rebasara los 10°C; una vez
agregado el reactivo, la reaccién se mantuvo en agitacion constante por 30 min. La mezcla
de reaccion se llevo a temperatura ambiente y se virti6 a un embudo de separacién, se
extrajo con acetato de etilo; se realizaron tres lavados con agua destilada, y se secé con
Na;SO4. Se obtuvo un producto menos polar, posteriormente se purificé en columna de
cromatografia con gel de silice utilizando sistema 9:1 (hexano/ AcOEt). Rend. 800 mg (80
%) de 83.

Formula condensada: Cz7H40Os, P.M= 444.60, p.f. 193-194°C (AcOEt/ acetona),
Rendimiento del 80%.

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

RMN 'H &: 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, m, H-26e), 3.36 (1H, dd, Jas.26 < J2ea-250= 10.4 Hz,
H-26a), 3.02 (1H, m, OH-5), 2.89 (1H, d, Js4=15.8 Hz), 2.30 (1H, dd, Jease=15.8 Hz,
Jia2e=2.0 Hz), 2.78 (2H, dd, Jraze = J7as= 12.4 Hz, H-7a), 2.35 (2H, m, H-7e), 1.19 (3H, s,
CH3-19), 0.99 (3H, d, J21.20= 6.8 Hz, CHs-21), 0.84 (3H, s, CHs- 18), 0.80 (3H, d, J27.25= 6.0
Hz, CH3-27).

RMN *3C 5: 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 (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).
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5.11.7 Oxidacion de diosgenina. Obtencion de la 3,6-diona.

(o]
R. Jones

CH,Cl,
HO 2a 30 °C 0

Esquema 49.

Se disolvieron 2.0 g (4.8 mmol) de diosgenina (2) en 40 mL de CH>Cl y 130 mL de
acetona, la reaccion se enfrié a -10°C en agitacion, posteriormente se agrego el reactivo el
Jones gota a gota en un lapso de 10 minutos cuidando que no rebasara los 10°C. Una vez
agregado el reactivo, la reaccién se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente; la
reaccion fue monitoreada con CCF, hasta que hubo un cambio de coloracién (naranja a
verde) que significa que el oxidante se ha agotado. Una vez que ya no existe materia prima
en la placa de CCF y aun es naranja la solucioén, se agrego isopropanol para extinguir todo
el reactivo de Jones; la mezcla de reaccion se virtid a un embudo de separacién y se extrajo
con acetato de etilo, se realizaron de dos a tres lavados con agua destilada, se seca con
Na;SO,. 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 114.

Formula condensada: Co7H3s04, P.M=426.6, P.f.=193-194°C (AcOEt/acetona), Rend. 80%.

IR v(cm™) 2949 (C-H),1685. (C=0) EMAR: C27H3304, Calculado: 426.6988, Observado:
426.6982.

RMN 'H § : 6.18 (1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, m, H-26€e), 3.36 (1H, dd, J26.26 -
Jo6a-25a= 10.4 Hz, H-26a), 2.71 (2H, d, J7.7= 12.0 Hz, H-7), 1.19 (3H, s, CH3-19), 0.99 (3H, d,
J21-20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.84 (3H, s, CHs- 18), 0.80 (3H, d, J2725= 6.0 Hz, CH3-27).

RMN '3C §: 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).
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5.11.8 Obtencion de (25R)-3B-acetoxi-7-oxo-diosgenina (76).

AcO

Esquema 50.

Método A. A una solucion de acetato de diosgenina 80 (1 g, 2.2 mmol) en 10 mL de
acido aceético fue agregado lentamente a una solucién de trioxido de cromo CrOs (1.36 g,
13.6 mmol) disuelto en 7 mL de &cido acético y 1.2 mL de H>0O, manteniendo la reaccion en
agitacion a una temperatura entre 0-5 °C durante 3 h. Una vez transcurrido este tiempo, la
mezcla de reaccion se extrajo con CH»Cl, y se paso6 por una columna con celita para retirar
el oxidante. La solucién fue lavada con agua destilada, neutralizada con bicarbonato de
sodio, separada, secada con sulfato de sodio anhidro y evaporada a sequedad en el
rotavapor. La purificacion se llevé a cabo en una columna cromatografica con gel de silice
(sistema 9:1 hexano/AcOEt). Se obtuvo 280 mg (27 %) de un sdlido blanco con p.f.= 193-

195 °C correspondiente al producto 76, el resto fue materia prima recuperada.

Método B. Preparacion del reactivo de Collins. Se disolvié CrO3 (9.5 g, 0.095 mmol
) en 40 mL de CH>Cl, y se introdujo a un bafio a 0 °C . Posteriormente se agrego lentamente
15 mL de piridina durante 10 minutos y después de este tiempo, se dejo en agitaciéon a
temperatura ambiente por 20 minutos.

Al reactivo de Collins se agregé una solucion de acetato de diosgenina 80 (1.5 g,
3.3 mmol) disuelto en 15 mL de CH.Cl; llevando la reaccién en agitacién a temperatura
ambiente por 12 h. El crudo de reaccion se extrajo con CH2Clz y se paso por una columna
con SiO- para retirar el oxidante. La solucion fue lavada con agua destilada y neutralizada
con una solucién de HCI al 15 % en agitacion por 30 minutos. El crudo de reaccion secado
con sulfato de sodio anhidro y evaporado a sequedad en el rotavapor. La purificacion se
llevé a cabo en una columna cromatografica con gel de silice (sistema 9:1 hexano/AcOEt).
Se obtuvo 732 mg (71 %) de un sdlido blanco con p.f.= 193-195 °C correspondiente al
producto 76.
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5.11.9 (25R)-3B-acetoxi-7-oxo-diosgenina (76).

[a]o = - 123.05° (¢= 0.0063, CHCI3), HRMS: m/z 471.3323 [M+1]+ (calculado para C33H4302,
471.3263).

RMN 'H §&: 5.71 (1H, sa, H-6), 4.71 (1H, m, H-3), 4.48 (1H, ddd, J16.15a =J16-15¢ =J16.17= 6.4
Hz, H-16), 3.47 (1H, ddd, Jgem=11.2, Jzse-255= 4.4 J2se-245= 1.6 Hz, H-26€), 3.39 (1H, dd, Jgem=
Jo6a-25a=11.2 Hz, H-26a), 2.88 (1H, m, H-15e), 2.56 (1H, ddd, Jgem=14, Jse-3a= 7.2 Jso-26= 2
Hz, H-4e), 2.49 (1H, dd, Jeem=11.2, Jsas=1.6 Hz, H-4a), 2.41(1H, m, H-8), 2.05 (3H, s,
CH3COO0-3), 1.23 (3H, s, CH3-19), 0.98 (3H, d, J21. 20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27.25=
6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CH3-18).

RMN '3C §: 35.9 (C-1), 27.3 (C-2), 72.1 (C-3), 170.3 (CHsCOO0-3), 21.2 (CHsCOO0-3), 37.7
(C-4), 164.0 (C-5), 126.4 (C-6), 201.4 (C-7), 44.8 (C-8), 49.6 (C-9), 38.4 (C-10), 20.8 (C-11),
38.6 (C-12), 40.9 (C-13), 49.4 (C-14), 33.6 (C-15), 80.9 (C-16), 61.0 (C-17), 16.4 (C-18),
17.2 (C-19), 41.5 (C-20), 14.6 (C-21), 109.2 (C-22), 31.4 (C23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25),
66.7 (C-26), 17.1 (C-27).
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5.12 Procedimiento general. Preparacion y Caracterizacion Estructural de

biesteroides con oxalildihidrazina como grupo espaciador.

Reactivos y condiciones: \ L E o~ H 0 N\
i) Reactivo de Jones, Acetona/CH,Cl,. ’ { ,N\e\N/ - %j/ .
i) Oxalildihidrazina, EtOH, piridina, reflujo. \\/\x SN | H =~ \ <{

iiiy PCC, NaCOg, CH,Cl,, TSOH. o g,/\'\@ A fo)
iv) Reactivo de Collins, piridina, temp amb 15h. 77 o \

Esquema 51.

En un matraz de fondo redondo de 125 mL, la sapogenina ceténica 74-76 (3 g, 7,2
mmol) se disolvio en etanol (30 mL) y piridina (1 mL); a continuacion se afiadio
oxalildihidrazina (0,6 g, 10,8 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacién
magnética a 115 °C durante 15 h. Posteriormente, la mezcla se enfri6 a temperatura
ambiente. La fase organica se extrajo con CH2Cl> (25 mL x 3), se lavé con salmuera (2 x 20
mL), seguido de neutralizacion con una solucion de HCI al 5 %. El crudo de reaccién se
secd sobre Na,SO. anhidro y se concentr6 a sequedad al vacio. Los biesteroides
resultantes se purificaron mediante métodos de reparto de disolventes a partir del crudo.
Los biespirostanos 77-79 se obtuvieron como sélidos blancos o amarillo pélido (78 y 79). A

continuacion se muestra la caracterizacion espectroscopica de los biesteroides.
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5.12.1 Caracterizacion de Bi-(25R)-espirost-4-en-3-dioxalildihidrazona.

Formula condensada: CsgHg2 N4Os, P.M= 906.6, p.f. 263-264°C (AcOEt). Rendimiento del
80%.

IR v(cm™) 2949 (C-H),1685. (C=0) EMAR: CssHs2 N4Os, Calculado: 906.6200, Observado:
906.6380.

RMN 'H §: 5.91 (1H, s, H-4), 4.42 (1H, ddd, J16.152 =J16-156 =J16.17= 7.2 Hz, H-16), 3.49 (1H,
ddd, Jgem=11.2, Joge-25a= 4.4 Jose-24e= 2.0 Hz, H-26€), 3.39 ( 1H, dd, Jag.26 = J26a- 250= 10.8 Hz,
H-26a), 1.20 ( 3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J51.,0=7.2 Hz, CH;-21), 0.82 (3H, s, CH3-18), 0.79
(3H, d, Jy7.05= 6.4 Hz, CH3-27).

RMN °C 5: 35.6 (C-1), 33.9 (C-2), 158.1 (C-3), 121.9 (C-4), 161.5 (C-5), 32.8 (C-6), 32.1
(C-7), 35.2 (C-8), 53.7 (C-9), 38.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.6 (C-12), 40.3 (C- 13), 60.4 (C-
14), 31.7 (C-15), 80.7 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 17.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-
21), 109.2 (C-22), 31.3 (C-23), 28.8 (C-24), 30.2 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 171.2
(C=0 grupo oxalil).

160



5.12.2 Caracterizacion de Bi-(25R)-espirost-4-en-3-oxo-6-dioxalildihidrazona.

Rendimiento 65%, soélido amarillo. Formula condensada: CsgH7s0s, P.M= 935.2,
P.f.=249-251°C (AcOEt).

IR v(cm™) 2949 (C-H),1685. (C=0) EMAR: CssH73s0s, Calculado: 934.5888, Observado:
934.5960.
RMN 'H §: 5.38 (1H, s, H-4), 4.43 (1H, m, H-16), 3.48 (1H, m, H-26e), 3.36 (1H, dd, Jas.26 -

Josa250= 10.4 Hz, H-26a), 1.76 (1H, m, J17.16= 12.0 Hz, H-17), 1.19 (3H, s, CHs-19), 0.99 (3H,
d, J21.20= 6.8 Hz, CHz-21), 0.84 (3H, s, CHa- 18), 0.80 (3H, d, Jo7.25= 6.0 Hz, CHs-27).

RMN '3C §: 36.6 (C-1), 33.9 (C-2), 199.4 (C-3), 121.5 (C-4), 140.6 (C-5), 168.8 (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), 66.8 (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), 171.2 (C=0

grupo oxalil).
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5.12.3 Caracterizacion de Bi-(25R)-espirost-6-en-7-dioxalildihidrazona.

-~ 5
/y\/ o
\/‘\/\ N k N

79 /\/\/\
0/\/\)

\A\ﬂ

120 mg (55 %) de un sdlido amarillo palido, P.f.= 239-235 °C.

F N

RMN 'H 5: 6.18 (1H, m, H-3), 6.09 (1H, d, J= 10 Hz, H-4), 5.60 (1H, sa, H-6), 4.46 (1H, ddd,

J16-15a =J16-156¢ =J16.17= 6.4 Hz, H-16), 3.47 (1H, ddd, Jgem=11.2, J26e-25a= 4.4 J26c-246=

1.6 Hz,

H-26€e), 3.41 (1H, dd, Jgem= J26a-25:=11.2 Hz, H-26a), 2.90 (1H, m, H-15¢), 2.54 (1H, ddd,
Joom=14, Jue-30= 7.2 Jao-2e= 2 Hz, H-d€), 2.29 (1H, dd, Jgem=11.2, Jsa5=1.6 Hz, H-4a), 2.41(1H,
m, H-8), 1.29 (3H, s, CHs-19), 0.92 (3H, d, Jz1. 20= 6.8 Hz, CH3-21), 0.90 (3H, d, Jo7.25= 6.4

Hz, CHs-27), 0.80 (3H, s, CH3-18).

RMN *3C 5: 35.9 (C-1), 27.3 (C-2), 124.0 (C-3), 128.8 (C-4), 136.8 (C-5), 130.9 (C-6), 201.4
(C-7), 4.8 (C-8), 49.6 (C-9), 38.4 (C-10), 20.8 (C-11), 38.6 (C-12), 40.9 (C-13), 49.4 (C-14),
33.6 (C-15), 80.9 (C-16), 61.0 (C-17), 16.4 (C-18), 17.2 (C-19), 41.5 (C-20), 14.6 (C-21),

109.2 (C-22), 31.4 (C23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.7 (C-26),

(C=N),167.8 (C=0 grupo oxalil).

17.1 (C-27),

161.2
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5.13 Procedimiento general para el analisis del comportamento de

Autoensamblaje de biesteroides.

Para los experimentos se afiadieron 50 mg del derivado biesteroide a una mezcla de 10 mL
de AcOEt y 250 mL de hexano o sobre AcOEt puro. Las soluciones se calentaron
suavemente para lograr una solucidon clara y homogénea, se enfriaron a temperatura
ambiente y se dejaron reposar durante tres dias. Se eligié acetato de etilo puro para estudiar
la influencia del disolvente puro o mixto en las morfologias de las estructuras
supramoleculares debido a que posee una constante dielectrica adecuada para la

autoorganizacion de los materiales.
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6 CONCLUSIONES

Se obtuvieron los biesteroides colestanicos, sapogeninicos, sapogeninicos 23-

sustituidos, mediante la unién de los derivados esteroidales con dichas cadenas laterales

con un grupo espaciador tereftalato en buenos rendimientos.

8a-b

Diosgenina (a) (25R), Ry, Ro,= As
Hecogenina (b) (25R), Ry=H, R,=0
Sarsasapogenina (c) (25S), Ry Rp=H

Reactivos y condiciones:

i)Cloruro de tereftaloilo, piridina, reflujo. o

i) BF3-Et,0, Ac,0. iii) KOH EtOH 10%.

jii) AATFA , CH,Cly,BF30Et,, 5 min. OAc

Esquema 52

Se exploro la reactividad de la cadena lateral de las bisapogeninas para obtener
biesteroides con cadenas laterales furosténicas y tipo pseudo mediante la apertura
regioselectiva de la cadena lateral de las unidades esteroidales del dimero, obteniéndose
resultados semejantes al aplicar las metodologias reportadas en la literatura con las
sapogeninas (Esquema 36). La obtencion de estos biesteroides y sus precursores, también
se ensayo mediante el uso de metodologias de quimica verde como las microondas y la
quimica de flujo continuo, con excelentes resultados y mejores condiciones de reaccion

menos contaminantes.

Se llevd a cabo la oxidacion de diosgenina y acetato de diosgenina para generar
cetonas y dicetonas en el esqueleto esteroidal, para concluir con la formacién de
biesteroides unidos a un grupo espaciador con un grupo espaciador oxalildihidrazina, que
derivo en la obtencién de oxalildihidrazonas en dichas posiciones en buenos rendimientos.
La primera ruta sintética (Esquema 53), consistié en la oxidacion controlada que 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-epdxido 81 de manera estereoselectiva. Este

derivado 81 se hidrolizé en medio acido con la desproteccion del alcohol de C-3 y la apertura
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del epoéxido, obteniendo el triol 82, mismo que fue oxidado para conducir a las dicetonas 83
y 74 en rendimientos cuantitativos. La segunda ruta de sintesis involucré la obtencion de
diosgenin-3-ona 75 mediante la oxidacion con PCC y reactivo de Jones; y la generacién de

una cetona en C-7 a partir de acetato de diosgenina y reactivo de Collins (Esquema 54).

Reactivos y condiciones:

i) Reactivo de Jones, Acetona/CH,Cl,

i)) PCC, NaCOs, CH,Cl,, TsOH.

iii) Ac,0, reflujo

iv) Reactivo de Collins, piridina, temp amb 15h.

Esquema 54.

Estos derivados cetdnicos fueron materias primas para la obtencién de biesteroides
oxalildihidrazona, los cuales se obtuvieron en buenos rendimientos. En el caso del
biesteroide de la diosgenin-3,6-diona, se obtuvo como producto mayoritario el biesteroide
unidos a través de las posiciones 6 de cada unidad esteroidal. El biesteroide de la
diosgenin-7-ona no pudo evitar la eliminacién del acetato en el C-3, debido a la estabilidad

extra que consigue de la formacion de un sistema conjugado (Esquema 55).
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Reactivos y condiciones:

i) Reactivo de Jones, Acetona/CH,Cl,

iy Oxalildihidrazina, EtOH, piridina, reflujo.

iiiy PCC, NaCOg, CH,Cl,, TSOH.

iv) Reactivo de Collins, piridina, temp amb 15h.

Esquema 55

Todos los biesteroides obtenidos presentaron comportamiento self~-assembly (CSA)
provocado por el disolvente, el cual fue caracterizado mediante técnicas de microscopia
(SEM, TEM), difraccion de RX de polvos, fisisorcion y por analisis calorimétricos (DSC y
TGA) para estudiar su estabalidad térmica y pureza. En el caso de el biesteroide 10a,
obtuvimos cristales idéneos para su estudio por Rayos-X de monocristal. El resto de los
biesteroides no cristalizd, presumiblemente por la preferencia a autoensamblarse formando
un gel o estructuras como hilos, hebras, listones 0 membranas segun el tipo de disolvente.
(Figura 122).

Self-assembly behaviour

Figura 122
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Concluimos que las interacciones no covalentes (fuerzas de van der Waals) entre
los residuos de esteroides de la serie sintetizada de biesteroides simétricos y la polaridad
de los sistemas solventes empleados podrian inducir a las moléculas a autoensamblarse
en estructuras supramoleculares organizadas. Nuestros resultados también muestran que
los biesteroides presentaran diferentes estructuras de autoensamblaje dependiendo de las
caracteristicas del solvente. Se encontrd una relacion directa entre la constante dielectrica
del disolvente y su capacidad de provocar la autorganizacion de los biesteroides en
determinada forma (hebras o membranas impremeables) en sinergia con las interacciones

de Van der Waals entre los grupos hidréfobos esteroidales

Con disolventes no polares, las estructuras autoensambladas tienden a organizarse
en estructuras con forma de membrana. Mediante el empleo de disolventes polares, los
ésteres de biesteroides se autoorganizaron en forma de hebras. Sin embargo, en el sistema
CHCI3/CH30OH (solvente polar), se formaron hebras mas delgadas debido a que las
interacciones de Van der Waals entre los biesteroides son mas débiles debido a la mayor
solubilidad en dicho sistema. Las morfologias observadas son consistentes con los valores
de la constante dieléctrica de los sistemas solventes, lo que confirma que un solvente con
una constante dieléctrica cercana a 8 presentara estructuras autoensambladas mejor
organizadas. En nuestro estudio, AcOEt fue el disolvente mas efectivo para la formacién de
autoensamblajes. Dado que las aplicaciones y la importancia aun no se han establecido
claramente para esta clase de compuestos, planeamos continuar nuestros estudios en esta

direccion.
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Abstract: A new series of bisteroidal esters was synthesized using a spacer group, sterols and
sapogenins as substrates. Steroidal dimers were prepared in high yields employing diesters of
terephthalic acid as linkages at the 3B, 3’ steroidal positions. In all attempts to crystallize bisteroids,
it was observed that the compounds tended to self-organize in solution, which was detected when
employing various solvent systems. The non-covalent interactions (van der Waals) of the steroidal
moieties of this series of symmetrical bisteroids, the polarity of the solvents systems, and the
different solubilities of the bisteroid aggregates, indeed induce the molecules to self-assemble into
supramolecular structures with well-defined organization. Our results show that the self-assembled
structures for the bisteroidal derivatives depend on the solvent system used: with hexane/EtOAc,
membrane-shaped structures were obtained, while pure EtOAc afforded strand-shaped arrangements.
In the CHCl3/CH;3OH system, thin strands were formed, since van der Waals interactions are lowered
in this system, as a consequence of the increased solubility of the bisteroids in CHCl;. Based on
the characterization by SEM and XRD, we show evidence that the phenomenon of self-assembly
of bisteroids occurs presenting different morphologies depending on the solvent used. The new
steroidal dimer derivatives were characterized by NMR, TGA, DSC, SEM, and XRD. Finally, the
molecular structure of one bisteroid was confirmed by single-crystal X-ray analysis.

Keywords: sapogenins; bisteroidal terephthalic esters; spacer groups; self-assembly behaviour

1. Introduction

In the chemistry of steroids, there is a constant interest in performing structural modifications
on steroids to optimize their biological and pharmacological activities or to search new properties.
Steroid dimers are a particular group that are well known for their rigid, predictable, and inherently
asymmetric architecture [1].

Steroid dimers belong to an essential group of pharmacologically active compounds that are
predominantly biosynthesized by marine organisms [2,3]. The synthesis of steroid dimers was first

Molecules 2020, 25, 1213; doi:10.3390/molecules25051213 www.mdpi.com/fjournal/molecules
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The title steroid, [(25R)-spirost-4-en-3,6-dione, Cy;H33O.), is obtained by
oxidation of diosgenin, using the Jones reagent (CrOy/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.

Chemical scheme

3D view

Structure description

Diosgenin [(38,25R)-spirost-5-en-3-ol, C,;H,,0,] 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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ABSTRACT
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Antiproliferative activity

In this work, we report the hesis of two new ids through the modification of the A and B rings of
diosgenin 1. The 4-azasteroid derivative 12 was prepared in three steps using the o,f-insaturated-3-keto com-
pound 11 as a precursor, which was first oxidized with KMnO4/K104 followed by an oxidative cleavage of ring A,
and subsequently cyclized with an ammonium salt, under focused microwave irradiation for a short time of 3
min. A second azasteroid was synthesized, for which the key step was the Beckmann rearrangement of ring B of
the oxime 16, affording the lactam-type enamide 17 in good yield. The methodologies developed for the syn-
thesis of the precursors derivatives 10 and 11 contribute to improved yields, compared to those reported in the
literature. The biological activity of the azasteroidal compounds 12 and 17 and their precursors has been
evaluated in cervical cancer cells (HeLa), colon (HCT-15), and triple negative breast cancer (MDA-MB-231) lines.

1. Introduction

Steroids have an extensive base of therapeutic uses and have been
probed in the treatment of several cancer diseases |1,2], leading to the
discovery of some derivatives with selective anticancer activity. For a
long time, chemotherapy and therapies based primarily on surgery or
radiation therapy have been the only choice to treat cancers of different
etiology, with often limited effectiveness [3); hence, steroidal de-
rivatives are considered to have a great potential as alternative therapies
[4], and the interest for the synthesis of modified natural steroids has
increased in recent years. Some inactive and active steroidal compounds
can be transformed into forms that are more potent by performing
modifications on the basic steroid skeleton, using derivatization by the
i tion of heter [5-9], which can generate advantageous
alterations in their biological activities. The widely available natural
compound diosgenin (1, Fig. 1) is used in the pharmaceutical industry as
a primary precursor in the synthesis of steroids [10-13]. This fact has
stimulated the search for new routes to synthesize steroidal derivatives
with optimal biological activity from this starting material.

* Corresponding author.
E-mail address: guadalupe. mghl@correo.buap.mx (M.G. Herndndez-Linares).

https://doi.org/10.1016/j.steroids.2020.108777

Received 28 August 2020; Received in revised form 17 ber 2020; A

d 1 Decemb

Some modifications of 1 have resulted in the formation of oxo-, thio-
and aza-steroids [14]. The introduction of a heteroatom or the substi-
tution of one or more carbon atoms in the steroid scaffold by a hetero-
atom affects the chemical properties of the molecule and can modify its
biological activity. In recent years, there has been a growing develop-
ment in the synthesis of azasteroids, which present a range of biological
activities, including  cytotoxicity, antiatherogenicity,  anti-
carcinogenicity, antifungal and antilipidemic activity. These molecules
may also be used as local anesthetic, neuromuscular blocking agents,
and inhibitors of steroidal reductases [4,15-24]. An example of this is
the inhibition of the enzyme Sa-reductase [25-27] during the conver-
sion of into Sa-dihydrc one. The formation of the
latter is related to adverse health conditions such as benign prostatic
hypertrophy, acne, hirsutism in women, and baldness in men [28]. Some
azasteroidal compounds active as Sa-reductase inhibitors [29-34] are
shown in Fig. 2. Azasteroids have also shown promising activity against
benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate cancer [4,35].

Within this class of compounds, 4-azasteroids have been known for
their Sa-reductase inhibition activity and some derivatives were

2020

Available online 10 December 2020
0039-128X/© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.
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