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RESUMEN

El presente trabajo de tesis de maestria se divide en 5 etapas, la primera que consiste en la sintesis
estereoselectivas.

de laxogenina a partir de diosgenina (1), mediante la implementacion de dos metodologias

aaw

Y

HO

0
Esquema A. Rutas de reaccion esteroselectivas de obtencion de laxogenina (122).
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La segunda etapa consistio en la optimizacion de las dos rutas de reaccion antes descritas, en ambos
casos mediante el empleo de procesos semi-continuos, los cuales fueron disefiados analizando la
compatibilidad de reacciones consecutivas, incrementando asi de 70% a 82% y de 65% a 75% el
rendimiento respectivamente cada ruta, permitiendo asi aumentar la disposicion de este derivado
esteroideo.

0
Esquema B. Rutas de reaccién optimizadas para la obtencién de laxogenina (122).

En la tercera etapa se disefid una nueva metodologia de proteccion-deprotecciéon del grupo
carbonilo de ceto-esteroides para evitar su enolizacidn- acetilacion, mediante la formacién de una
oxima.

QS
N

N

NH,OH HCl

AcOK/EtOH,.

Buffer
fosfatos

293

0 :  © NOH 2 ©

o)
NH,OH HCl

AcOK/EtOH,.

Buffer
fosfatos

AcO'
Esquema C. Uso de oximas como grupo protector.

AcO
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La cuarta etapa se dedicd a la sintesis de nuevos derivados cetonicos e hidroximinicos esteroidales
mismos que fueron debidamente caracterizados por técnicas espectroscépicas, optimizando cada
una de las reacciones de obtencion de estos derivados con la finalidad de aumentar la
disponibilidad de los mismos para su evaluacion biologica.

N
\O

297

299 R=NOH
300 R=0O

H

R
Esquema D. Nuevas estructuras cetonicas e hidroximinicas esteroidales sintetizadas.

La etapa final consistid en la evaluacion bioldgica de los derivados de interés sintetizados en las
etapas previas, en dos dianas de interés: contra cancer de mama y la evaluacién de la actividad
promotora de crecimiento vegetal. En cancer de mama se utilizaron dos lineas celulares: la linea
MDA-MB-231 (triple negativo) y la linea celular MCF-7 (cancer maligno tipico) obteniendo sus
DLso analizando la importancia estructural de estructuras colestanicas o espirostanicas y su
respuesta citotoxica. La segunda diana de interés fue como promotor de crecimiento vegetal
utilizando como modelo de estudio el ensayo de inclinacion de l|damina de arroz para los
compuestos de mayor importancia.

-
=
=

\\\\\‘\\\\

297 R=NOH IC5,=78.5, IC5,=9.3

285 R=0 1C5,~392, [Ceg=2.3 298 R=NOH IC5,=78.0, IC5,=9.3

122 R=0 1C;>800, IC5,=1.9
HO

291 150%

299 R=NOH IC5,=11.8

AcO 300 R=0 170 %, IC5,=9.3

R
Esquema E. Valores de 1Cso en uM para MDA-MB-231y MCF-7, y su efecto como promotor de

crecimiento (100 % HB) vegetal de los esteroides de interés sintetizados
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ABSTRACT

The present master's thesis work is divided into 5 parts, the first consisting of the synthesis of
laxogenin from diosgenin (1), through the implementation of two stereoselective methodologies.

o) 0
Scheme A. Steroselective routes of reaction for obtaining laxogenin (122).
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The second part consisted of the optimization of the two routes of reaction described above -in
both cases using semi-continuous processes- which were designed analyzing the compatibility of
consecutive reactions, therefore increasing from 70% to 82%, and from 65 % to 75% yield
respectively in each route, allowing to increase the disposition of this steroidal derivative.

Y

HO

285

Scheme B. Routes of reaction optimized for obtaining laxogenin (122).

In the third part, a new protection-deprotection methodology for the keto-steroid carbonyl group
was designed to prevent the enolization-acetylation side reaction, through the formation of oxime
moiety.

NH,OH HCl
AcOK/EtOH

AR LR
-
292 Buffer 293

fosfatos

0 :  © NOH 2 o

O
NH,OH HCI
AcOK/EtOH
Buffer
fosfatos
AcO'

Scheme C. Use of oximes as a protective group.

AcO
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The fourth part was dedicated to the synthesis of new steroidal ketone and hydroxyimminics
derivatives that were whole characterized by spectroscopic techniques, optimizing all the reactions
of obtaining these derivatives to increase their availability for their biological evaluation.

B o
O B O

N

299 R=NOH
300 R=0O

N AcO
on on

R
Scheme D. Structures of new steroidal ketone and hydroxyiminics derivatives synthesized.

The final part consisted in the biological evaluation of the derivatives synthesized in the previous
parts in two targets of interest: against breast cancer and plant growth promoter activity. In breast
cancer, two cell lines were used: the MDA-MB-231 cell line (triple negative) and the MCF-7 cell
line (typical malignant cancer), obtaining their I1Cso by analyzing the structural importance of
cholestanic or spirostanic framework and their cytotoxic response. The second target of interest

was as a plant growth promoter using the rice leaf tilt test for the most important compounds as a
study model.

=
=

\\\\\“\\\

297 R=NOH 1C5,=78.5, IC5,=9.3
285 R=0 1C5,=392, IC5,=2.3

HO

298 R=NOH IC5,=78.0, IC5,=9.3
122 R=0 1C5,>800, IC5,=1.9

291 150%

299 R=NOH IC5,=11.8

AcO 300 R=0 170 %, IC5,=9.3

R
Scheme E. 1Cspvalues in uM for MDA-MB-231 and MCF-7; and effect as a plant growth promoter (100%

HB) of the steroids evaluated.
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1. INTRODUCCION

Desde la época de los griegos (776 a. c. — 393 a. ¢.) en los antiguos juegos olimpicos, se ha
mencionado el uso de extractos de hiervas para mejorar el rendimiento fisico de los atletas [1] [2].
Tambien los romanos (100 d.c.) utilizaban ciertas sustancias para mejorar el rendimiento de sus
caballos durante peleas y juegos en el coliseo romano [2]. En los juegos de afios modernos es muy
comun escuchar el termino de dopaje, haciéndose notorio que en 1936 los nazis probaron
sustancias sobre prisioneros con la finalidad de mejorar el rendimiento no solo de atletas sino
también de su cuerpo militar, experimentando ya no con extractos de plantas, sino con compuestos
puros como lo fue la testosterona [1][3] , sustancias que fueron definidas como esteroides
anabdlicos. La investigacidn continud inclusive después de la caida de los nazis; en 1958 el Dr.
John B. Zueglar creo6 un esteroide anabdlico llamado dianabol (1), el cual resulto ser un éxito en
el equipo de levantamiento de pesas de Estados unidos contra Rusia, que utilizaban testosterona,
pero poco tiempo después se arrepintié de su invencion debido a las muertes que éste ocasiond,
por lo que el uso de esteroides se prohibio6 en todas las competencias deportivas, ademas de generar
sistemas de deteccion de este tipo de sustancias [4].

OH

i

Figura 1. Dianabol (1).

Los esteroides han sido objeto de interés de estudio desde hace ya dos siglos, donde el
compuesto que dio inicio fue el colesterol (2), compuesto descubierto por Michel Eugéne Chevreul
en 1812, quien diferencid por primera vez lipidos saponificables de los no saponificables de origen
animal [5]; pero no fue sino hasta que Fischer, debido que este nuevo compuesto se encontraba en
mezclas con los acidos biliares, llego a la conclusion de que los esteroides y los acidos biliares,
como el &cido cdlico (2), tenian una gran similitud, que se determino su base estructural a partir
de estos [5], como se observa en la figura 2.
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Figura 2. Estructura del colesterol y del &cido colico.

La estructura de muchos esteroides fue completamente definida, gracias a grandes
especialistas, entre los que descato el Dr. D. H. R. Barton, en base a sus estudios conformacionales
de ciclohexanos fusionados [5] [6]. La numeracion IUPAC, se presenta en la figura 3 [7].

Diosgenina (4)

Figura 3. Numeracion IUPAC para sapogeninas esteroidales, a) representacién en un plano, b)
representacion en forma de silla.

Los esteroides incluyen una gran variedad de compuestos de origen natural, entre los que
se encuentran los esteroles, acidos biliares, hormonas sexuales, hormonas adrenocorticales,
vitaminas D, saponinas y sapogeninas esteroidales, ecdiesteroides, hormonas de crecimiento
vegetal brasinoesteroides, alcaloides esteroidales, entre otros [5] [8] (figura 4).
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Figura 4. Esteroides mas representativos de origen natural

Aunque cabe destacar que en la naturaleza la mayoria de los esteroides se encuentran en
forma de saponinas (moléculas que estdn conformadas por una parte que contiene diversos
carbohidratos y una aglicona denominada sapogenina); un ejemplo claro es la dioscina (saponina
contenida en la Dioscorea composita) de la cual se obtiene diosgenina, como se observa en el
esquema 1 [9].

OH
(0] + Carbohidratos
? HO
OEO Dioscina (11) Diosgenina (3)
(@)
HO OH
HO 0
HO oH

Esquema 1. Obtencion de diosgenina a partir de dioscina por hidrdlisis acida.



Las saponinas se encuentran en una gran variedad de plantas de las familias de las
agavaceas, lilaceas y dioscoreaceas; estas ultimas en los afios 40s en México tuvieron una gran
importancia. Debido a que en sus expediciones el Dr. Russell Marker descubrié que el barbasco
(Dioscorea composita) contiene una alta concentracion de diosgenina (figrua 5), misma que se
utilizo en la explotacion industrial de progesterona [10].

Figura 5. a) R. Marker en México recolectando barbasco, b) R. Marker en su laboratorio en Pensilvania
trabajando en métodos de obtencion de progesterona.

A partir de este punto la investigacion en México gener0 gran interés y adquirié relevancia
en el estudio de los esteroides, dentro de esta familia destacan dos tipos de aplicaciones para los
mismos, como brasinoesteroides y anticancerigenos. Los primeros compuestos de estructura
similar a la brasindlida, que han mostrado mejorar la elongacion celular vegetal y acelerar los
procesos de maduracion en ciertos tipos de cultivos, pero se obtienen de origen natural en
proporciones muy pequefias, ver figura 6, haciendo poco rentable su aplicacién; de aqui que
diversos grupos de investigacion han buscado el disefio y sintesis de promotores de crecimiento
vegetal de este tipo, a fin de mejorar su disposicion [11]. Por otro lado, los esteroides
anticancerigenos han mostrado importante actividad contra cancer de tipo hormona dependientes,
disminuyendo la reproduccion celular de células tumorosas, o induciendo muerte especifica en
este tipo de células, sin afectar células sanas [12], observando que la insercién de heteroatomos al
nucleo esteroidal aumenta esta actividad.



Figura 6. a) Catharanthus roseus y Brassica napus, fuentes naturales de Brasinoesteroides (BS). b)
Cinachyrella australiensis fuente de oximas anticancerigenas.

La modificacién de esteroides permite proseguir con una investigacion multidisciplinaria
gue, en conjunto con pruebas bioldgicas, nos permitira generar nuevas alternativas a dos de las
necesidades primarias del ser humano: la salud y la alimentacion; esto serd posible a través del
tratamiento de enfermedades (como el cancer hormona-dependiente) con esteroides nitrogenados,
y la obtencion nuevos promotores de crecimiento vegetal para cultivos primarios. La estrategia
que seguimos para lograr estos objetivos y contar con cantidades suficientes para el ensayo
bioldgico, fue combinar las habilidades y experiencia en sintesis organica con técnicas ingenieriles
de optimizacién para mejorar la produccion y asi la disponibilidad de estos nuevos compuestos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Modificaciones esteroidales.

Las primeras modificaciones realizadas sobre colesterol (2) fueron mediante reacciones de
oxidacion, un ejemplo interesante es el de Ryer y Genert quienes a partir de colesterol mediante
una oxidacion selectiva de la cadena lateral obtienen 22-hidroxilactonas (12,13) para
posteriormente convertirlas en compuestos 26-oxigenados (16-19), modificando asi una cadena
lateral alifatica a una cadena funcionalizada [13], como se observa en el esquema 2.

14: R=OAc
15: R=OH

12: R=0OAc R
13: R=OH

18: R=0OAc
19: R=OH

16: R=0Ac
17: R=OH

Esquema 2. Obtencién de cadenas laterales oxigenas de colesterol.

De igual forma la modificacion de los anillos A y B mediante oxidaciones ha sido de gran
interés, sobre todo con oxidaciones controladas sin la ruptura de dobles enlaces, permitiendo
generar un hidroxilo en la posicion 6 del colesterol, mismo que en condiciones especificas como
se observa en el esquema 3, se pueden oxidar, acetilar y/o eliminar selectivamente; ademas en
medio acido fue posible la isomerizacion de dobles enlaces para conducir a una variedad de
compuestos oxigenados en posiciones 3y 6 [5] [14].
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Esquema 3. Oxidaciones selectivas de los anillos Ay B de colesterol.

Por lo que modificar selectivamente el anillo A y B de los esteroides se vuelve de interés
por las repercusiones sintéticas. Otro método de modificacion, es el empleo de i-esteroides, como
lo realizé Wallis y colaboradores, obteniendo derivados 6-oxoesteroidales de colesterol, con la
ventaja de ser reacciones estereoselectivas, que permiten la formacién de nuevos productos
hidroxilados estereoespecificos, como se observa en el esquema 4 [15] [16] .
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Esquema 4. Modificaciones estereoselectivas en los anillos A y B de colesterol via i-esteroide.

Pero cabe destacar que la aplicacion de estas metodologias no se limita al colesterol, por
ejemplo Wechter y Murray modificaron pregnenolona, formando el i-esteroide en el anillo A, y a
partir de este compuesto funcionalizar la posicién 11 sin afectar los anillos A y B, que
posteriormente condujo a la obtencion de 11a-hidroxi, 11B-hidroxi y 11-cetopregnenolonas, como
se observa en el esquema 5 [17].
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Esquema 5. Obtencion del lo-hidroxi, 114-hidroxiy 11-cetopregnenolonas via i-esteroide.

De igual forma la diosgenina ha sido modificada por este tipo de metodologias como nos
muestra Zaldo y colaboradores, quienes obteniendo el i-esteroide de diosgenina, procedieron a
realizar no solo oxidaciones en la posicion 6, también les permitié obtener compuestos A3 y
derivados 2,3-dihidroxilados con la finalidad de obtener ecdisteroides, identificados por sus
significativas actividades bioldgicas [18], como se puede observar en el esquema 6.
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Esquema 6. Sintesis de ecdisteroides via i-esteroide de diosgenina.



Pero cabe destacar que esta metodologia via i-esteroide no es la Unica para obtener
compuestos 6-oxoesteroidales estereoselectivamente. En el reporte de Iglesias y colaboradores, se
muestra una ruta de sintesis que implica la obtencién estereoselectiva de un epdxido sobre el doble
enlace tanto del colesterol como de diosgenina, con posteriores reacciones selectivas, llevando a
obtener derivados 6-oxocolestanicos con el H-5a caracteristico [19], como se observa en el
esquema 7.
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Esquema 7. Obtencion de laxogenina mediante epoxido- /4,2 como precursor.

No obstante los esteroides espirostanicos, dada su particular reactividad en los anillos E y
F permiten transformaciones para la obtencion de derivados furosténicos por apertura en medio
acido; Sandoval y colaboradores han reportado ampliamente este tipo de modificaciones, probando
no solo diversos acidos de Lewis sino también diversas sapogeninas, y en base a la relacion de
estos se pueden obtener diversos productos [20] [21], como se observa en el esquema 8.
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Esquema 8. Apertura del espiroacetal de sapogeninas en medio acido.



Recientemente Sandoval y colaboradores han desarrollado una metodologia de apertura del
espirocetal para la obtencidon de compuestos 22-oxocolestanicos, que han demostrado gran interés
debido a su similitud estructural con los brasinoesteroides, mismas reacciones que a bajas
temperaturas se aisla un intermediario dihidropirénico, lo que da pauta a la explicacion del
mecanismo de formacion de este tipo de compuestos [22], como se observa en el esquema 9.

o

Z

Z

Z

Z

2 O
Z >
Z

Et,0BF;/Ac,0 %
_—
-20°C

OAc

57 72: X=0Ac
73: X=OH
74: X=Br

AcO

Esguema 9. Obtencidn de derivados 22-oxoesteroidales via dihidropirano.

Los compuestos cetonicos han mostrado gran importancia debido a sus actividades
biol6gica que presentan, pero también son excelentes materias primas para diversas reacciones
quimicas, un ejemplo de este tipo de reacciones son las reacciones de condensacion, donde un caso
especifico es la formacidn de oximas esteroidales, como lo realiz6 Cui y colaboradores, quienes
sintetizaron 6 hidroximinas esteroidales, mimetizando a oximas de origen natural del género
Cinanchyrella spp. mediante una condensacion selectiva en el carbonilo en posicion 6 de diversos
colestanos [23], como se observa en el esquema 10.
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Esquema 10. Obtencién de 6-hidroximinas esteroidales.
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Inclusive recientemente Lone y colaboradores han sintetizado oximas a,f-insaturadas
esteroidales a partir de pregnenolona obteniendo una variedad de compuestos hidroximinicos
aromaticos, como se observa en el esquema 11, donde ademas observo que dichos compuestos
presentaban actividad biologica importante como antimicrobianos y antioxidantes, dando asi pauta
a la actividad bioldgica de este tipo de derivados esteroidales [24].
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Esquema 11. Obtencion de oximas a, B insaturadas esteroidales aromadticas.

Ademas las oximas han sido de interés en el estudio sintético debido a los rearreglos que
con ellas se pueden realizar, no solo el rearreglo de Beckmann, como realizaron Abmen y
colaboradores a partir de una oxima o,B-insaturada obtuvieron un compuesto aromatico [25] (ver
esquema 12a), como Miljkovi¢ y colaboradores quienes a partir de una a-cetooxima obtienen un
grupo nitrilo [26] (ver esquema 12b), o en condiciones diferentes logran una ciclacion de una a-
hidroxioxima [27] (ver esquema 12c), mostrando la gran reactividad del grupo hidroximino en un
esteroide.
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Esquema 12b. Rearreglos de oximas esteroidales.

114
Esquema 12c. Rearreglos de oximas esteroidales.

La modificacién esteroidal para la obtencidn de nuevos compuestos se vuelve de interés,
donde la optimizacion de las etapas de preparacion de materias primas cobra relevancia, debido a
que la aplicacién y aprovechamiento de compuestos con alto valor quimico-biol6égico depende de
la capacidad de produccion, por lo que la insercion de procesos semi-continuos a nivel laboratorio

se vuelve objeto de investigacion de interes.

12



2.2 Esteroides como anticancerigenos.

A nivel mundial se busca aportar nuevos agentes terapéuticos con farmacoforos idoneos
para abatir diversos tipos de cancer, dando paso al descubrimiento de una gran variedad de
moléculas esteroidales con actividad anticancerigena. Lamentablemente, la extraccion de fuentes
naturales y/o la sintesis total de compuestos esteroidales no ha proporcionado cantidades
suficientes para su ensayo bioldgico, donde la sintesis parcial puede ser la solucion a este
problema. Uno de los compuestos que ha mostrado importante actividad anticancerigena es el
OSW-1, mismo que fue aislado por primera vez por Kubo y colaboradores en 1992, de los bulbos
de la Ornithogalum saundersiae, evaluando su actividad como inhibidor del ciclo de
fosfodiesterasa AMP, obteniendo un valor de 1Cso 6 veces mejor que la papaverina (inhibidor por
excelencia) mostrando ser asi un compuesto con asombrosa actividad anticancerigena [28]; la
limitante para su estudio se debia a su baja biodisponibilidad en el bulbo, por lo que afios después
Deng y colaboradores reportan la primera sintesis del OSW-1 a partir de la dihidroandrosterona,
con 14 etapas de reaccion y con un rendimiento neto del 6% [29], como se aprecia en el esquema
13.

HO OSW-1 115

OC(NH)CCl,
O
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Esquema 13. Andlisis retro-sintético de OSW-1 elaborado por Deng.
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Debido a la poca disponibilidad y bajos rendimientos en la obtencion de este compuesto,
fue dificil continuar su investigacion, pero eso no impidio que otros grupos como el de Morzycki
y colaboradores disefiaran nuevas metodologias de sintesis de este producto natural reduciendo la
sintesis a 7 pasos; no obstante, durante esta bisqueda se encontraron nuevos analogos al OSW-1
(ver figura 7) que acertadamente fueron evaluados bioldgicamente a la par con éste en diversas
lineas celulares de cancer, dando resultados sorprendentes en estos analogos, abriendo asi el
panorama de investigacion no solo a la sintesis del OSW-1 sino a la busqueda de analogos con
actividad similar o mejorada [30].

Figura 7. Analogos del OSW-1 con actividad como anticancerigenos.

Recientemente se ha buscado la sintesis de nuevos analogos del OSW-1, por lo que Sandoval y
colaboradores, sintetizaron un nuevo analogo a partir de laxogenina, insertando una molécula de
glucosa en la posicion 3, evaluandolo en lineas celulares de cancer cervicouterino, CaSki, HeLa y
ViBo, obteniendo buenos resultados con un efecto 50% mayor al control, permitiendo generar
nuevos compuestos con potencial actividad anticancerigena [31].
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Esquema 14. Sintesis de gluco-laxogenina como analogo del OSW-1.
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En la busqueda de nuevos analogos no solo se ha buscado modificar la base esteroidal, sino
también los carbohidratos, como lo fue en el caso de Zhang y colaboradores que sintetizaron
derivados de digitoxigenina con carbohidratos en la posicion 3, carbohidratos en los que uno de
sus grupos hidroxilos fue sustituido por grupos amino o grupos azida (ver figura 8) , mostrando
que la posiciéon 3’ al ser sustituida por uno de estos grupos, su actividad biolégica aumenta
considerablemente, y es mayor aun si el grupo sustituyente es el grupo amino, donde ellos por
medio de calculos tedricos explican que se debe a una mejor interaccion con los receptores
humanos del NKA con los cardenolidos neo-glucosidicos debido a los puentes de hidrogenos
formados, facilitando la muerte celular por apoptosis de células cancerigenas [32].
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Figura 8. Derivados cardendlidos glucosidicos nitrogenados citotoxicos (A549).

Pero cabe destacar que no solo los compuestos con carbohidratos unidos a esteroides han
mostrado actividad importante como anticancerigenos, un ejemplo son los derivados de estradiol
(ver figura 9), los cuales ademas con un andlisis cuantitativo de relacion estructura-actividad
realizado por Muranaka, permitidé predecir la actividad de compuestos que ain no se habian
sintetizado, dando inicio a la combinacion de dos areas con el fin de disefiar compuestos con
presumible actividad bioldgica destacada y modelarlos, antes de llevar a cabo su sintesis [33].
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Figura 9. Datos de 1Cso (LM) de estructuras anélogas del estradiol con actividad anticancerigena en
cancer cervicouterino.
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Paralelamente, Leese y colaboradores trabajaron sintetizando derivados azufrados de
estrégenos (ver esquema 15) los cuales fueron evaluados en la linea celular de cancer de mama
MCF-7 obteniendo resultados prometedores, generando compuestos que causan mas del 50 % de
inhibicion del crecimiento celular a concentraciones menores de 10 pM, ensayos que continuaron
con estos compuestos en diversas lineas celulares de cancer, observando que en cancer de ovario,
préstata y melanoma, mostraron resultados similares, siendo todos estos cancer del tipo hormona-
dependiente; sin embargo no descartaron que fueran activos en otros tipo de cancer, dado que
mostraban buenos resultados, aunque no de la misma magnitud [34].
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Esquema 15. Datos de 1Gso (UM) de derivados azufrados de estrdgenos en la linea celular MCF-7.

Con estos resultados en el anillo A, Leese y colaboradores continuaron trabajando
modificando el anillo D, en especifico agregando grupos CN en el C-17 de manera directa o
indirecta obteniendo nuevos derivados azufrados y ademas nitrogenados, que al evaluarlos en las
lineas celulares de cancer MCF-7 y MDA MB-231 obtuvieron concentraciones inhibitorias
mejores que los primeros compuestos y ademas menores en un 30 % a la linea celular DU-145, la
cual es un control de citotoxicidad a células sanas en el &rea de cancer de mama, como se observa
en la figura 10, permitiendo asi obtener dosis efectivas para estos tipos de cancer en un rango de
operacion aceptable para su estudio in vivo [35].
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Figura 10. Datos de ICso (UM) de derivados azufrados y nitrogenados con actividad anticancerigena
(MCF-7, MDA-MB-231 y DU-145).
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Como se ha observado atomos de nitrogeno tienden a potenciar la actividad como
anticancerigenos cuando se insertan en compuestos esteroidales; de tal forma que Robinson y
colaboradores observaron que compuestos nitrogenados esteroidales (ver figura 11), tenian la
capacidad de inhibir la enzima 5a-reductasa, enzima vital para la reproduccién de células de cancer
de tipo hormona-dependiente, ya que metaboliza la testosterona en dihidrotestosterona (DHT),
siento esta Ultima muy facilmente reconocido por receptores androgénicos, a los cuales se les
atribuye estar presentes en muchos tipos de cancer hormona-dependiente, por lo que al inhibir esta
enzima se limita indirectamente la produccion de DHT, donde los esteroides nitrogenados
mostraron altos porcentajes de inhibicidn en derivados 2 y 3 azaesteroidales [36].
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Figura 11. Azaesteroides inhibidores de la enzima 5a-reductasa y su porcentaje de inhibicion.

Simultdneamente Jindal y colaboradores sintetizaron alquilamino derivados de oximas
esteroidales a partir de 147 mediante condensacién con hidroxilamina, como se muestra en la
figrua 12 y posterior alquilacion, los cuales fueron evaluados in vitro como antineoplasicos en mas
de 60 lineas celulares, donde los compuestos 148-152 sobresalieron por presentar LCso muy
prometedores para ser considerados en pruebas biol6gicas in vivo, observando que el grupo
hidroximino aun en el anillo A o el D aumenta considerablemente la actividad biolégica [37].
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Figura 12. Oximas esteroidales con actividad antineoplésica relevante.
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Debido a que las oximas esteroidales han mostrado importante actividad bioldgica, ha
crecido el interés en su sintesis y evaluacion biologica, por lo que Krsti¢ y colaboradores
sintetizaron nuevas oximas esteroidales las cuales convirtieron en sus respectivas lactamas y
posteriormente en tiolactamas a partir de 153 (ver esquema 16), compuestos que ademas fueron
evaluados en lineas celulares de cancer cervicouterino HeLa y CML K562 en los que se demostro
que las lactamas y las oximas eran las que presentaban mejor actividad bioldgica, mostrando que
no era necesario realizar mas modificaciones a las oximas, ya que estos compuestos por si solos
presentan una importante actividad bioldgica propia [38].
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+
154
N
H
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Esquema 16. Obtencion de oximas, Iactamas y tiolactamas con actividad anticancerigena.

Con el amplio espectro de actividad bioldgica que han mostrado las oximas, cobré
relevancia conocer si la posicién del grupo oxima era importante para la misma, por lo que Cui y
colaboradores realizaron un amplio estudio sobre la actividad anticancerigena de las oximas, no
solo variando la posicion de éstas, sino también la cadena lateral de los esteroides empleados,
observandose primero que las oximas en la posicion 6 aumentan considerablemente la actividad
bioldgica, sin embargo en la posicion 3 o 7 disminuye considerablemente; por otro lado cadenas
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laterales saturadas favorecen dicha actividad anticancerigena, como se observa en la figura 13 [39]
[40].

162
1C5,=65.8

NOH OH O OH OH

163
ICsp=26.6

HO

NOH OH OH OH

Figura 13. Oximas esteroidales en anillos A-B con diversas cadenas laterales y datos de su actividad
antitumoral.

Recientemente, en la quimica de los esteroides a nivel mundial, ha tenido un repunte la
obtencién de oximas esteroidales, no solo a través de su sintesis directa, sino también se han
realizado derivatizacion, como se aprecia en el reporte del grupo de Berényi y colaboradores, que
sintetizaron éteres de 16-oximas de estrona, como se observa en el esquema 17, mismas que fueron
evaluadas en lineas de cancer cervicouterino (HelLa) y en cancer de mama (MCF-7), mostrando
interesantes resultados; resaltando los porcentajes de inhibicion de las oximas, donde se observé
una inhibicion mayor al 80 % en concentraciones de 3 uM, mientras que los éteres
correspondientes, a esta misma concentracién, solo mostraban una inhibicion alrededor del 60 %,
reafirmando que el hidroxilo de la oxima tiene un papel importante para la actividad
antiproliferativa de estos compuestos [41].
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179: R,=SO,NH, , R,=Et

Esquema 17. Sintesis de diversos éteres en C-16 de oximas de estrona.

Debido a este tipo de resultados Cui y colaboradores, decidieron sintetizar oximas
agregando ademas tiosemicarbazonas, semicarbazonas e hidrazonas, como se observa en el
esquema 18, con la finalidad de observar si se podia aumentar la actividad antiproliferativa a las
oximas ya reportadas previamente por ellos [39] [40], obteniendo compuestos con valores de ICso
mejores a los del cisplatino (medicamento de uso terapéutico) al momento de combinar estos
grupos, respetando el grupo hidroxiimino, demostrando una sinergia entre estos grupos [42].

03, CH,Cl,
—_—————
Me,S -78°C

o o)
H NH,NHCSNH,
C,H;OH/CH;COOH  H

N w,
1y, 7 ///

NH,OH.HCI
AcONa/ EtOH

183

0
Esquema 18. Sintesis de tiosemicarbazonas, semicarbazonas e hidrazonas de oximas esteroidales.

No obstante, al estudiar este tipo de estructuras se observa que tienen en comun ser de base
androstanica, pero se debe destacar que los compuestos colestanicos también presentan importante
actividad bioldgica. Como se menciond anteriormente, los esteroides espirostanicos son excelente
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materia prima para la sintesis de aminoesteroides, como lo realizé Wang y colaboradores, quienes
a partir de sarsasapogenina obtuvieron compuestos 3-OBz-26-amino-esteroidales, como se
observa en el esquema 19, compuestos que al evaluarlos en diversas lineas celulares de cancer,
entre la que destaca la MCF-7 mostrando resultados sorprendentes no solo en bajos valores de ICso
(~ 5 uM) sino que también se comprobo que inducen a muerte por apoptosis, evitando asi el dafio
a células no cancerosas.
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O

H
Esguema 19. Sintesis de derivados 3-OBz-26-amino-esteroidales con actividad antiproliferativa en
celulas de cancer MCF-7 (uM)

Como se observo en estos antecedentes el nitrdgeno en esteroides, mas especificamente el
grupo hidroximino, ha demostrado tener gran relevancia al momento de potenciar la actividad
antiproliferativa en lineas celulares de cancer, tanto los que son hormona-dependiente como los
que no, paralelamente los compuestos espirostanicos han sido utilizados como materias primas
para la obtencion de compuestos colestanicos, pero aun queda la ventana de estudio de la actividad
bioldgica de este tipo de compuestos, 1o que justifica la continua investigacion de este tipo de
compuestos, que han cobrado importancia los Gltimos afios debido a su potencial biomédico.
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2.3 Esteroides como promotores de crecimiento vegetal.

Existen diversos mecanismos mediante los cuales las plantas encaran los diversos tipos de
estres abiotico que afectan los rendimientos de cultivos. Cada estrés provoca una compleja y unica
respuesta celular y molecular en la planta. Asimismo, las plantas poseen la capacidad de sintetizar
una gran variedad de esteroides con una funcion promotora del crecimiento y protectora.
Anteriormente se habian descrito 5 tipos de fitohormonas: las auxinas, las citocinas, las
giberelinas, los &cidos abscisicos y el etileno [11] (ver figura 14), pero desde 1930 se tenia nocion
de nuevos compuestos esteroidales identificados en insectos que ayudaban al crecimiento vegetal,
pero no fue sino hasta 1979 cuando fue descubierta la Brasinolida, obtenida del polen de la
Brassica napus L., compuesto que en bajas proporciones mejoraba considerablemente el
crecimiento vegetal [43]. Pero no se detuvo en este compuesto, fueron aislados otros tipos de
compuestos similares en estructura y actividad, como lo fue la castasterona, aislada del castafio
japonés Castanea crenata spp, por lo que estos nuevos compuestos fueron nombrados
brasinoesteroides [11] [44].

0 A\
3 D
Auxinas \N E
OH
204 205
Citoxina Giberelinas
OH
H2C:CH2
207
Etileno
HO,,,//
206 ’
Acido Absicico w 208
HO™ Catasterona

o]
Figura 14. Tipos de fitohormonas.

Actualmente existen siete clases de promotores de crecimiento vegetal: auxinas,
giberelinas, citoquininas, acido abscisico, etileno, acido jasmoénico y brasinoesteroides, los cuales
participan en la regulacién del crecimiento y desarrollo de la planta. Pero debido al bajo contenido
de estos brasinoesteroides en sus fuentes naturales, ademas de sus dificiles procesos de extraccion,
la investigacion de estos compuestos fue pausada, por lo que diversos grupos de investigacion
decidieron disefiar rutas de sintesis para este tipo de compuestos; destaca el trabajo que Brosa y
colaboradores, donde realizaron la obtencion de la homobrasinélida a partir de estigmasterol [45],
aunque este grupo no solo busco la sintesis, sino al mismo tiempo encontrar una relacion entre la
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estructura del derivado y anélogos con la actividad bioldgica, concluyendo su estudio que se
necesitaban grupos hidroxilos o polares en las posiciones 2 y 3, un grupo carbonilo en la posicion
6, y una cadena lateral hidroxilada para favorecer la actividad como promotor de crecimiento
vegetal [46], como se observa en el esquema 20.
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- —_—
212 H0 H0 213
HO HO H
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0s04/THF/DHQD 0sO4/THF/DHQD
NMO/EtyN* AcO NMO/EtyN* AcO

H

214 % 215 % 216 % 217
27% 11% 51% 7%
CF3;COOOH

Esquema 20. Sintesis de homobrasinélida y analogos, con su porcentaje de actividad como promotor de
crecimiento vegetal comprados con la brasinolida (100%) como control.

Paralelamente, otros grupos de investigacion continuan buscando nuevos
brasinoesteroides, como Schmidt y colaboradores, que aislaron un 2,3-epoxibrasinoesteroide del
Secale cerale, mismo que modificaron para tener compuestos 2,3,22,23-hidroxilados, pero con un
grupo cetdnico en 6 (esquema 21). En este caso ellos analizaron el efecto de la estereoquimica
sobre la actividad bioldgica, observando que juega un papel importante [47].
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Esquema 21. Transdormacion de un 2,3-epoxibrasinoesteroide aislado del Secale cereale.

Por otro lado Voigt y colaboradores, decidieron estudiar el efecto de la ausencia del
hidroxilo en la posicion 2 para la actividad como promotor de crecimiento vegetal, sintetizando
analogos de la brasindlida sin el hidroxilo en 2, como se observa en el esquema 22, comparando
la actividad de sus nuevos compuestos con la epibrasinélida, obteniendo resultados cercanos pero
no mayores a este estandar, con la ventaja de un menor nimero de pasos de reaccion y por primera
vez por medio de reacciones estereoselectivas, facilitando la purificacion [48].

(6]

EAD, PhyP
HCO,H -

@)
Esquema 22. Sintesis de analogos de epibrasindlida sin la sustitucion en C-2.
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De igual forma Brosa y colaboradores incursionaron en la sintesis de nuevos analogos
epoxidados en las posiciones 2,3 y 22,23, reaccion que realizaron simultdneamente con la
formacion de la lactona a partir de la cetona en C-6, minimizando los pasos de reaccion,
permitiendo realizar estas reacciones simultdneamente, mediante una oxidacion de Bayer-Villager
generando una nueva familia de candidatos a promotores de crecimiento vegetal [49].

0,
1,2 dicloroetano
aldehido

O

Esquema 23. Sintesis de analogos epoxidados de brasinoesteroides

En la continua busqueda de nuevos promotores de crecimiento vegetal Hellrung y
colaboradores, sintetizaron nuevos analogos A>® y 7-oxigenados con la finalidad de observar su
actividad bioldgica, obteniendo nuevos compuestos 7-oxo y 7-hidroxi, pero observaron que la
actividad biologica disminuia comparado con los compuestos 6-oxoesteroidales previamente
evaluados, pero paralelamente se concluyeron que compuestos a, B-insaturados mejoraban dicha
actividad como se observa en el esquema 24 [50].
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Esquema 24. Sintesis de analogos 7 oxigenados esteroidales de brasinoesteroides.

Al observar todo este tipo de estudios se volvio de interés actualizar los estudios de relacion
estructura-actividad, por lo que Baron y colaboradores, ahora no sold analizaron analogos de la
brasinodlida, también ensayaron compuestos con moficaciones en el heteroatomo de la lactona,
insertando atomos de nitrdgeno, azufre o carbono en esta posicidn, observando que al insertar el
nitrégeno, convirtiendo la lactona en lactama (ver figura 15), aumenta significativamente la
actividad bioldgica; en cambio, al insertar carbono en esta posicion, la actividad disminuye
drasticamente, por lo que concluyeron que es importante y determinante la presencia de un grupo
polar en esta posicion para mejorar dicha actividad [51].
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Figura 15. Nuevos analogos de brasinoesteroides en el anillo B

De igual manera Brosa y colaboradores, actualizaron sus estudios de relacion estructura
actividad, pero en este caso con la insercién de un grupo hidroxilo en la posicién 5 de ergosterol,
con la finalidad de obtener analogos de la homobrasindlida [52]. Sin embargo, fue hasta que
Ramirez y colaboradores reportaron que dichos compuestos fueron analizados bioldgicamente,
observando un incremento significativo en la actividad bioldgica [53], lo que reafirma que la
insercion de grupos polares mejora dicha actividad, en posiciones particulares como son 2, 3,5y
6, como se observa en el esquema 25.
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Esquema 25. Analogos 5-hidroxilados de brasinoesteroides.
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Debido a estos sorprendentes resultados, muchos grupos de investigacion se han dado a la
tarea de insertar grupos polares. Por ejemplo, Eihnerova y colaboradores, quienes insertaron
grupos fluorados en la posicién 24 de la brasinélida, homobrasinolida y epibrasindlida, observando
un ligero incremento en la actividad como promotor de crecimiento vegetal, pero lo sorprendente
fue que estos nuevos compuestos, presentaban propiedades anticancerigenas, dando mayor
importancia a este tipo de esteroides, y una nueva e importante aplicacion [54].
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Esquema 26. Sintesis de andlogos de brasinoesteroides con la cadena lateral flourada.

Dada la importante actividad biol6égica que han demostrado tener estos derivados
esteroidales, en los Gltimos afios se han desarrollado estudios a nivel molecular de la accion que
ejercen los brasinoesteroides en plantas, estudios que han abordado diversos grupos de
investigacion para descifrar dicho funcionamiento, por lo que Oklestkova y colaboradores, no solé
disefiaron nuevas rutas de sintesis para los brasinoesteroides que méas importancia biol6gica han
presentado, sino que a su vez estudiaron los mecanismos de accién, observando que estos
compuestos funcionan como reguladores de la elongacion celular y de la reproduccién celular, a
nivel genético identificando al gen BRI-1 con una expresion atipica, por lo que mediante el uso de
una mutante insensible a este gen, los brasinoesteroides no mostraban su importante actividad por
lo que se definio que los brasinoesteroides tienen la caracteristica de expresar este gen.
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Sin embargo, ademas de la necesidad de saber como actian los brasinoesteroides y sus
analogos, contar con cantidades suficientes para su ensayo y estudio es primordial. La sintesis
quimica a partir de sapogeninas esteroidales ha sido una de las principales estrategias en la
obtencion de nuevos compuestos con alto potencial de actividad bioldgica promotora del
crecimiento vegetal. En el grupo del Dr. Sandoval Ramirez hemos reportado trabajos para generar
nuevos analogos con actividad biologica promotora de crecimiento vegetal.

Cémo se menciond antes, los promotores de crecimiento vegetal pueden presentar
actividad diversa, como por ejemplo anticancerigena, por lo que los derivados propuestos en este
trabajo de tesis fueron ensayados y valorados como promotores de crecimiento vegetal y como
anticancerigenos en lineas de cancer mamario.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Sintetizar y evaluar biologicamente nuevos derivados esteroidales como agentes
anticancerigenos y promotores de crecimiento vegetal a partir de sapogeninas esteroidales

3.2 Objetivos particulares

» Sintetizar derivados hidroximinicos esteroidales a partir de sapogeninas esteroidales.

> Establecer condiciones de reaccion para el uso de las oximas como grupo protector.

» Generar nuevas estructuras esteroidales cetonicas e hidroximinicas para su evaluacion
biol6gica como promotores de crecimiento vegetal y anticancerigenos.

> Caracterizar espectroscopica y fisicamente los nuevos derivados esteroidales obtenidos.

» Proponer mecanismos de reaccion para la obtencion de los nuevos productos.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Optimizacion de la obtencion de laxogenina.

La obtencién de materias primas es fundamental para el desarrollo de nuevos productos y,
por lo tanto, para la investigacion. Si bien la forma mas comun de obtener esteroides es por medio
de extraccion de fuentes naturales [9], algunos esteroides como es el caso de la laxogenina (122),
se encuentran en muy baja proporcién en sus fuentes naturales [55], lo que normalmente conduce
a la busqueda de nuevas rutas de reaccion para la obtencidn a partir de esteroides de mayor
disponibilidad. Sin embargo, hay otra opcion poco explorada, que es la optimizacion de rutas
existentes, donde mediante el anélisis de compatibilidad de reacciones, es posible disefiar procesos
semi-continuos para optimizar el rendimiento y abatir el tiempo de obtencidn de materias primas.
En el presente trabajo de tesis, se estudiaron dos rutas de reaccién para la obtencion de laxogenina,
una que involucra la epoxidacion selectiva al doble enlace y otra mediante la formacién de un i-
esteroide como intermediario (ver esquema 27), con la finalidad de analizar para asi disefiar un
proceso semi-continuo; se llevaron a cabo las reacciones etapa a etapa en proceso batch con la
finalidad de caracterizar cada uno de los compuestos obtenidos.

: O
= S
S

Esquema 27. Obtencion de laxogenina (122).
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4.1.1 Ruta A. Obtencion de laxogenina via epoxidacion selectiva.
» Diosgenina.

Figura 16. Estructura de la diosgenina (4).

La materia prima para la obtencion de laxogenina (122) seleccionada fue la diosgenina (4),
obtenida a partir de extraccion de barbasco del estado de Puebla y posterior hidr6lisis del extracto,
la cual fue caracterizada por diversas técnicas espectroscépicas, dentro de las que destaca la RMN.
Debido a que en muchas de las reacciones realizadas los cambios estructurales son muy especificos
y centralizados, es importante la caracterizacion absoluta de la materia prima, que a través de la
comparacion de los espectros permitird analizar y elucidar la estructura de los productos obtenidos.

Para la diosgenina con formula molecular C27H4203, 34 de los 42 protones se catalogan
como diferentes, por lo que se esperaria 34 sefiales en el espectro de *H, aunque la limitante se
encuentra que la mayoria estan entre 1.0 y 2.0 ppm por el ambiente quimico que presentan; claro
gue en estos casos es la RMN en dos dimensiones la que tiene un papel importante para la
asignacion de este tipo de sefiales. Aunque en el espectro de H, si es posible asignar protones
caracteristicos cercanos a grupos electronegativos y aquellos que, aunque caen en el intervalo antes
mencionado, se pueden diferenciar debido a su multiplicidad o integracién como en el caso de los
protones metilos, como se observa en la figura 17.
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Figura 17. Espectro de RMN *H de diosgenina (4) a 500 MHz
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Se puede observar una sefial en 5.35 ppm que corresponde al proton vinilico del carbono 6 el cual
presenta una multiplicidad dt aparentemente, aunque realmente es una sefial ddd, la cual presenta
un acoplamiento a tres enlaces con los protones en 7 con Js.7=5.4 Hz, y dos acoplamientos a larga
distacia tipo w con los protones en 4 y 8 con Js4= Js-8=2.0 Hz, a frecuencias mas bajas en 4.41
ppm encontramos una sefial ddd con Ji16.17=8.7 Hz, J16-15a=7.6 Hz, J16-15e=6.4 Hz. En 3.52 ppm se
observa una sefial multiple que se asigno al protdn base de oxigeno en 3, junto a esta sefial en 3.48
ppm se encuentra una sefial maltiple que corresponde al proton diasterotopicos 26e y a frecuencias
mas bajas en 3.37 ppm se encuentra una sefial dd que corresponde al proton diasterotépicos 26a,
con Jgem= J2se-25a=10.8 Hz, que al tener constantes de acoplamiento iguales se observa como un t.
Para constatar la presencia de estos protones diasterotopicos en el experimento de HSQC se puede
observar como ambas sefiales acoplan con el mismo carbono, como se observa en la figura 18.
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Figura 18. Espectro de RMN HSQC de diosgenina (4).

De igual forma para la asignacién y diferenciacion de los metilos 18 y 19, mediante el experimento
HMBC, permitié diferenciar entre estas dos sefiales simples, debido a que los protones del metilo
19 se encuentran a una distancia de 4 enlaces del carbono 5 del doble enlace, asi mismo se
asignaron los protones en 4 y los protones en 7, ya que estos se veran afectados durante las
modificaciones realizadas dentro de este trabajo, como se observa en la figura 19.
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Figura 19. Espectro de RMN HMBC de disogenina (4).

En base a la informacion obtenida de estos experimentos, se continué con la asignacion del
espectro de 1*C de diosgenina (4), donde algunas sefiales caracteristicas fueron asignadas, como lo
es la sefial en 109.3 ppm correspondiente al carbono 22 del espiroacetal, asi como las sefiales del
doble enlace en 140.8 y 121.4 ppm que corresponde al C-5y C6 respectivamente. De igual manera
con el empleo del espectro de HMBC se logré diferenciar entre los diversos carbonos base de
oxigeno, identificando las sefiales en 71.7 ppm, 80.8 ppm y 66.8 ppm que corresponden a C3, C16,
y C26 respectivamente, como se observa en la figura 20.
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Figura 20. Espectro de RMN *C de diosgenina (4) a 125 MHz.
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» Acetato de diosgenina (21).

AcO

Figura 21. Estructura de 21.

Con la finalidad de proteger el grupo hidroxilo en la posicion 3 del esteroide, al momento
de llevar a cabo las oxidaciones, se procedi6 a realizar una acetilacion. Existen muchas
metodologias reportadas para llevar a cabo esta reaccion de esterificacion, inicialmente se
realizaba directamente con &cido acético [5], pero debido al bajo rendimiento por el medio acido
y largos tiempos de reaccion, se han realizado modificaciones a dichas metodologias; la mejor
opcion fue utilizar anhidrido acético con una base como piridina o dimetil amino piridina (DMAP),
pero dificultado en la purificacion la eliminacion de estas bases nitrogenadas, por lo que se busco
condiciones libres de estas bases, como se puede observar en la tabla 1, encontrando condiciones
Optimas para la proteccion de este compuesto.

Tabla 1. Optimizacion de condiciones de la obtencién de acetato de diosgenina (21).

Condicion 1* 2* 3 4 5 6 7
Base - DMAP DMAP  Piridina -- -- --
Tiempo 12 h 4 h 1h 1h 45 min 15h 3h
ecellies]  Reflujo Ambiente Reflujo  Reflujo  Reflujo  Reflujo  Reflujo

Fuente del
acetilo

Rendimiento 50 % 88 % 99 % 92 % 78 % 98 % 98 %
* obtenido de fuente [5]

AcOH Ac20 Ac0 Ac0 Ac20 Ac20 Ac0

Después de la optimizacion, se procedid a la caracterizacion del compuesto obtenido;
primero por CCF, se observo una alta pureza del compuesto, aunque presentaba un ligero color
crema, por lo que se procedié a obtener el espectro de *H del crudo de reaccion para comparar con
el compuesto purificado por cromatografia en columna cromatografica, como se puede observar
en la figura 22, mostrando una gran pureza y selectividad de esta reaccion en estas condiciones.
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Figura 22. Comparacion por RMN de *H de la pureza del acetato de diosgenina (21). Arriba) crudo de
reaccion; abajo) acetato de diosgenina purificado por cromatografia en columna.

Como se puede observar en el espectro de *H los cambios con respecto a la diosgenina son minimos
pero significativos; primero podemos observar una sefial multiple en 4.60 ppm que corresponde al
H-3 base del acetato, podemos observar cémo debido al cambio de proteccién generado ahora por
el acetato en vez del hidroxilo esta sefial se desplaza a frecuencias altas, asi mismo este efecto
genera que la sefial del H-26e quede libre permitiendo analizar y asignar la sefial, como se observa
en la figura 22b, definiendo la sefial como una ddd, con Jgem= 10.9 Hz, J26e-25a= 4.9 Hz, Jo6e-24a=
2.1 Hz, asi mismo se observa una sefial simple caracteristica en 2.04 ppm que integra para 3H
correspondiente al metilo del grupo acetilo agregado, lo cual confirma la obtencién del producto
esperado; por otro lado para la asignacion y confirmacién de los protones H-4 y H-7 se utiliz6 el
experimento COSY (figura 23) para ver la correlacion entre el protén H-3 y los protones H-4 en
los cuales se observo que eran dos sefiales ligeramente diferentes, esto se explica a que estos
protones son diasterotdpicos, pero con desplazamientos muy cercanos generando traslape de las
sefales, de igual manera se utilizo la sefial del protdn vinilico H-6 para encontrar la sefial de los
protones en 7.
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Figura 23. Espectro RMN COSY del acetato de diosgenina (21).

Por otra parte en el espectro de RMN de *C, de manera analoga existe una gran similitud con el
espectro de la materia prima, excepto por una sefial en 170.2 ppm caracteristica del carbonilo del
éster del acetato; asi mismo se observa un ligero cambio en la sefial correspondiente al C-3
aumentando su desplazamiento en 2.5 ppm, como resultado del cambio de grupo en este carbono,
a partir de este punto no se observan cambios aparentes en las sefiales de los demas carbonos de la
molécula, esto debido a que el cambio de grupo funcional es muy aislado, lo que impide otro tipo
de interacciones, como se observa en la figura 24.
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Figura 24. Espectro de RMN **C a 125 MHz del acetato de diosgenina (21).
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> acetato de (25R)-5B, 6B-epoxi-5a-espirostan-3p-ilo (279).

O

N\
S
Q

AcO

0)
Figura 25. Estructura de 279.

La formacion del epdxido del acetato de diosgenina ha sido una reaccion muy utilizada para la
funcionalizar el doble enlace. Las metodologias mas aplicadas para su obtencion lo hacen
utilizando MCPBA, las cuales no resultan ser estereoselectiva, obteniéndose una mezcla de los
epoxidos a y B, predominando el epdxido a, debido a la disposicion espacial de esta cara al
momento de llevar a cabo la oxidacion, como se puede observar en el esquema 28; en cambio,
utilizando un acido de Lewis, como lo es el ion Fe®*, mismo que se soporta en la cara a, dirige la
reaccion hacia la cara 3, permitiendo obtener estereoselectivamente este compuesto.

O

RCO;H o) <
ACO\% T EOH \ ;7\\ Eii
AcO
O
M;

Esquema 28. Mecanismos de epoxidacion de acetato de diosgenina.

Para caracterizar este compuesto y principalmente comprobar la alta estereoselectividad de la
reaccion, se comparo el espectro de RMN de *H del producto obtenido con MPCBA con el de la
mezcla oxidante soportada en sulfato férrico, como se observa en la figura 26, presentandose un
juego de sefiales correspondientes al H-3, una en 4.95 ppm y otra desplazada a menor frecuencia
en 4.78 ppm, esta Gltima corresponde cuando el hidrogeno se encuentra en a, debido a que el
oxigeno del epdxido no genera un efecto directo sobre este proton, en cambio cuando se encuentra

38



en P existe efecto electronico a través del espacio con este oxigeno, generando que este ultimo se
desplace a menor frecuencia (ver figura 27), efecto opuesto si analizamos el H-6, y como se
esperaba el H-6 que se encuentra en a se desplaza a mayor frecuencia que el que se encuentra en

B.

CH,COO-3
3

Cl—l}COOS'
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Figura 26. Espectro de RMN *H a 500 MHz de 279: arriba) con MPCBA; abajo) epoxidacion
estereoselectiva.

Otro efecto mostrado muy caracteristico fue en el desplazamiento del metilo del acetato, el cual se
desplaza a frecuencias mas altas cuando el epoxido se encuentra en la cara B, ya que hay una
interaccion mas directa a través del espacio; asi mismo podemos observar en el espectro del
epoOxido B puro que no se observan las sefiales correspondientes a su diasteroisomero, demostrando
ademas una gran pureza de esta especie, asi mismo se observa como la sefial en 3.15 ppm
correspondiente al H-6 cambia su desplazamiento y su multiplicidad comparada con la materia
prima, esto debido al cambio de hibridacion, generando solo una sefial doble con Je-7a=2.3 Hz,
efecto debido, como se observa en la distribucion espacial, a que el angulo diedro entre estos
protones disminuye el valor de esta constante y elimina el acoplamiento con el H-7e, ensanchando
la sefial debido ademas a los acoplamientos a larga distancia.

a) b)

4

3

3 J%qﬁ/\/u(tv TN '&X&.&D

Figura 27. Distribucion espacial de los isomeros del epoxido 279: a) epoxido alfa, b) epoxido beta.
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Por otro lado, en el espectro de 3C de este producto podemos apreciar que en la region de 120-
150 ppm han desaparecido las sefiales correspondientes al doble enlace lo que confirma la
formacion del producto, asi mismo se puede observar que en 72.5 ppm y 64.3 ppm, aparecen dos
sefiales nuevas correspondientes a los carbonos 5 y 6 del epdxido, observando que C5 se desplaza
a frecuencia més alta debido a la tension y torsion del anillo que existe en este carbono cuaternario.

626
22

16 3

CH3COO—3

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

Figura 28. Espectro de RMN *C de 279.

» Acetato de (25R)-5-bromo-64-hidroxi-5a-espirostan-34-ilo (283).
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Figura 29. Estructura de 283.

Al momento de realizar la apertura del epoxido en medio &cido con HBr ) se modificd la reaccion
de manera que se encontrara la cantidad minima de HBr necesaria para realizar la apertura sin
afectar el rendimiento de la reaccidén. En la grafica de la figura 30, podemos observar una
dependencia exponencial entre el rendimiento y la cantidad de HBr necesario; por otro lado, se
analiz6 el rendimiento en funcién del tiempo de reaccion permitiendo encontrar el tiempo y la
cantidad de reactivo 6ptimo para esta reaccion, mejorando asi la metodologia.

40



a) Relacion mL HBr/ mmol Esteroide b) Tiempo dptimo de reaccién
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Figura 30. Optimizacion de apertura del epoxido 279: a) cantidad de HBr b) tiempo de reaccion.

En la caracterizacion de este producto, el espectro de *H muestra gran similitud con la materia
prima, pero con algunos cambios muy particulares; en primera, la sefial del H-3 se distorsiona
generando que la sefial sea asignada como un multiplete, esto debido al efecto del atomo de bromo
que distorsiona la molécula (figura 32). De igual manera en 4.2 ppm aparece una nueva sefial que
corresponde al H-4 desplazada a frecuencias altas por la presencia del bromo, efecto que conduce
aque en 2.40 ppm aparezca una sefial correspondiente a los H- 7, con la limitante que estas sefiales
se resuelven como multiplete debido al gran tamario del &tomo de Br insertado, mismo efecto que
explica la gran reactividad del compuesto, conduciendo a la facil descomposicion del mismo.

.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0

2.8 2.6
f1 (ppm)

Figura 31. Espectro de RMN *H a 500 MHz del derivado 283.



Figura 32. Distribucion espacial del derivado 283.

» Acetato de (25R)-5-bromo-6-o0xo-5a-espirostan-3p-ilo (281)

AcO

Figura 33. Estructura de 281

En este paso en la sintesis, fue utilizada como materia prima la bromohidrina para realizar la
oxidacion del grupo hidroxilo en el C-6, analizandose diversos oxidantes a fin de optimizar la
reaccién. En la tabla 2 podemos observar que el reactivo de Jones a baja temperatura presenta
mayor selectividad a un tiempo més largo; en cambio, al momento de realizar la oxidacion con
reactivo de Collins, el tiempo disminuye al igual que la selectividad, lo cual se explica debido a
que el reactivo de Collins es mas soluble y esta mas en contacto con el sustrato, lo que facilita la
oxidacion, pero también da lugar a productos secundarios.

Tabla 2. Andlisis de oxidantes para la obtencion de 281.

R. Collins R. Collins KMnO4 KMnO4

Oxidante R. Jones R. Jones

30 min 30 min 15 min 25 min 10 min 20 min
25 °C 0°C 25 °C 0°C 25 °C 25 °C

92 % 98 % 75 % 83 % 72% 63 %
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En la caracterizacion de este compuesto por RMN en el espectro de *H podemos observar una gran
similitud con la materia prima, con la unica diferencia que la sefial en 2.3 ppm desaparece debido
a la oxidacion de este carbono, observandose ademas un ligero desplazamiento hacia frecuencias
altas de la sefial correspondiente a los H-7, debido al nuevo grupo carbonilo, con la ventaja que el
espectro se observa mas resuelto. Esto se debe al cambio de conformacion generado por el cambio
de hibridacion del C-6, como podemos observar en la figura 35 al momento de analizar la
estructura de energia minima hay un mayor espacio disponible para el &omo de Br lo que minimiza
los efectos generados por la tension y efectos estéricos en esta region de la molécula.

H-26a

e H3 H4 H-26¢ M}

50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 16 1.4 1.2 1.0 08 06
f1 (ppm)

Figura 34. Espectro RMN de *H a 500 MHz de 281.

Asi mismo, si observamos la energia total de las moléculas, el derivado cetonico resulta ser la
estructura de menor energia, lo que explica una mayor estabilidad. Otro parametro interesante al
momento de minimizar la estructura fue la energia de interaccion dipolo/dipolo siendo un 50 %
mayor en el derivado 283, confirmando que la interaccion entre el &tomo de Br y los &tomos
electronegativos adyacentes es mayor en la forma reducida que en la forma oxidada, esto debido
al cambio de hibridacion despues de la oxidacién generando un aumento del espacio disponible
para este &tomo, tanto electronegativo como voluminoso, como se puede observar en la figura 35;
ademas esto ayuda a explicar la mayor estabilidad del derivado oxidado con respecto al reducido.
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Figura 35. Estructura de minima energia método MM2 a) 283: Etotal=108.28 Kcal/mol, b) 281:
Etotal=99.84 Kcal/mol
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» Acetato de laxogenina, (25R)-34-acetato de Sa-espirostan-6-ona (280)

Figura 36. Estructura de 280.

Para la eliminacion del atomo de Br se decidio trabajar con una reaccién de reduccion con metal
en medio acido, en especifico con Zn en acido acético, debido a que en este proceso la estructura
del esqueleto esteroidal no se ve modificada [56], es decir se mantiene la estereoquimica de los
carbonos, obteniendo asi estereoselectivamente el acetato de laxogenina. En la caracterizacion de
280 por RMN de H, es posible apreciar como la sefial del H-4 cambia su desplazamiento
drasticamente, debido a la del &tomo de Br, pero en 2.26 ppm una sefial dd con Js4a= 12.6 Hz y
Js.2e= 3.1 Hz se asinga al H-5 agregado y en 2.34 ppm aparece una sefial mualtiple que corresponde
al H-7e, el cual queda fuera del campo de proteccion del carbonilo haciendo que se desplace a
frecuencia mas alta que el axial, de forma analoga se corroboro la diasterotopia de estos protones
mediante el experimento de HSCQ, donde se observa como el C-7 se acopla con dos sefiales que
corresponderian a los dos protones en 7 (figura 38) , en cambio, la sefial de H-5 solo existe una
correlacion con el C-5 confirmando que es un CH.
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Figura 37. Espectro de RMN de *H a 500 MHz del acetato de laxogenina (280).
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Figura 38. Espectro de RMN-HSQC del acetato de laxogenina (280).

Por otro lado, en el espectro de 3C se puede observar claramente en 210.3 ppm la sefal
correspondiente al C-6 de carbonilo y en 170.6 ppm la sefial del acetato en C-3, mostrando la
obtencion del producto, ademéas en 109.2 ppm se encuentra la sefial del C-22 tipica en este
desplazamiento cuando se encuentra el espiroacetal intacto en el esteroide; otras sefiales
caracteristicas se parecian en 72.6 ppmy 66.2 ppm para los carbonos 3y 26, el primero desplazado
a frecuencias mas altas por estar sustituido por un acetato, (figura 39).
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Figura 39. Espectro de RMN de **C a 125 MHz del acetato de laxogenina (280).
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» Laxogenina, (25R)-5a-espirostan-6-ona (122)

o

Figura 40. Estructura de 122.

Finalmente para desproteger el OH-3 y obtener la laxogenina por esta ruta de reaccion, se procedid
a realizar una hidrdlisis basica con una solucién alcohdlica de KOH, para lo cual se analizaron el
efecto de la concentracion y la temperatura con respecto al tiempo necesario para realizar la
hidrolisis; en la gréficas de la figura 41 podemos notar como con concentraciones mayores del 30
% la transformacion llega a un méximo, pero al momento de modificar la temperatura podemos
ver como la reaccion se acelera considerablemente con una temperatura de 45 °C, ya que a mayor
temperatura no se veia aumento de la reaccion, al realizar un cruce de condiciones de reaccion se

puede establecer que a 45 °C durante 1 h son las condiciones Optimas para la obtencion de este
producto.

Optimizacion de la concentracion de KOH Tiempo y Temperatura de Reaccion

90 90
g 80 s >
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2 70 kT ——25°C
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g 60 é 65 45 °C
o 60 60 °C

50 55

0 10 20 30 40 50 0 50 100 150
Concentracion (%) tiempo (min)

Figura 41. Graficas de optimizacion de la hidrolisis de acetato de laxogenina (122).

En el caso de la caracterizacidn de este producto, se puede apreciar que se llevo a cabo la hidrélisis
del acetato en C-3, los cambios mas notables en el espectro de *H son la desaparicion de la sefial
simple en 2.05 ppm correspondiente a los protones del metilo del grupo acetato, y la sefial
correspondiente al H-3, la cual se desplaza a 3.58 ppm debido al cambio de grupo funcional (base
de OH), desplazamiento caracteristico observado previamente en la acetilacion de diosgenina.
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Desde el punto de vista de la asignacion espectroscopica, se observo que la desproteccion del
hidroxilo mejord el ambiente magnético alrededor de las sefiales de H-7, lo que permitioé que se
resolvieran mejor las sefiales y calcular las constantes de acoplamientos de ambas sefiales, primero
en 2.35 ppm tenemos una sefial dd con Jgem= 8.54 Hz y J7a.s= 2.27 Hz, que corresponde al H-7e
ya que este permite el acoplamiento con el H-8, asi mismo en 1.98 ppm encontramos la sefial d
con Jgem= 8.54 Hz del H-7a el cual solo tiene acoplamiento geminal ya que el &ngulo que forma
con el H-8 elimina el acoplamiento con el mismo.
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Figura 42. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de laxogenina (122).

Por otro lado, en el espectro de 3C podemos observar analogamente una gran similitud con la
materia prima, con la diferencia de que desaparece la sefial en 170 ppm correspondiente al C del
C=0 del éster, asi mismo la sefial que corresponde al C-3 se desplaza a menor frecuencia debido
al cambio de grupo funcional, ademas con la nueva informacion obtenida en el espectro de *H en
conjunto con el experimento de HSQC, permitio asignar los C-5y C-7.
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Figura 43. Espectro de RMN de **C a 125 MHz de la laxogenina (122).

T T
50 40 30 20 1c

» Disefio del proceso semi-continuo de la obtencion de laxogenina ruta A.

: 0

Esquema 29. Obtencidn de laxogenina ruta A.

A partir de los compuestos debidamente caracterizados y optimizadas cada una de las reacciones
por separado se puede proceder a analizar las caracteristicas de cada una, con la finalidad de
disefiar un proceso continuo o en su defecto semi-continuo segun los resultados del analisis, debido
a que un proceso de esta indole se identifica por unir en reacciones consecutivas diversos pasos de
sintesis, minimizando asi en muchos casos etapas de purificacidn y tratamientos de reaccién que
generan perdida de intermediarios y/o productos, abatiendo directamente el tiempo de reaccion.
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Esquema 30. Epoxidacion estereoselectiva de acetato de diosgenina.
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En primera instancia, al analizar la reaccion de epoxidacion selectiva denota que en esta reaccion
su principal inconveniente es la eliminacion del oxidante al terminar la reaccion; normalmente este
se elimina con una cama de gel de silice, la cual funciona como adsorbente para el mismo, pero en
este caso existe la problematica del agua y el t-Butanol en la reaccion, que hace dificil su
tratamiento, por lo que se incorpord una etapa con una cama de Na>SO4 anhidro para eliminar el
agua, posteriormente una capa de gel de silice para eliminar la mayor parte de oxidante, y
finalmente una ultima etapa de una mezcla 50/50 de Na>SO4 y gel de silice para retirar el resto de
oxidante y humedad filtrada por las primeras etapas. En la figura 44 podemos observar el sistema
de eliminacion de oxidante-humedad en funcionamiento, el cual no afectd el rendimiento ni la
pureza observada en la etapa de optimizacion previa de la reaccion.

NEXo)

Eliminacién de
humedad

Gel de silice

Eliminacion de
oxidante

Gel de silice/Na,SO,
Filtracion final

Figura 44. Diagrama de flujo del sistema de eliminacion del oxidante-humedad de reaccién de
epoxidacion estereoselectiva de acetato de diosgenina.
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Esquema 31. Apertura del epoxido 279 con HBr.
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Debido a la alta selectividad en la reaccién anterior, se decidio trabajar directamente con el crudo
de reaccion en el CH2Cl> que se obtenia, donde con el estudio previo que se habia realizado sobre
la cantidad de HBr necesario y el tiempo de reaccion se procedid a preparar un matraz de bola de
250 mL con 10 mL de HBr; sin embargo observamos que en el tiempo de reaccion de media hora
aun quedaba parte de materia prima, lo cual se explica debido al efecto de dilucion que existe dada
la presencia de mayor cantidad de CH2Cly, por lo que se decidié conectar con el proceso anterior,
mediante el mismo matraz con HBr pero colocado en agitacion magnética bajo el sistema de
filtracion de oxidante-humedad disefiado para la etapa anterior del proceso. Al realizar esta
modificacion, se observo un aumento en la velocidad, debido a que la reaccidn ocurria en presencia
de exceso de HBr por la dosificacion que entregaba el sistema de filtracion, para lo cual se fue
monitoreando la presencia del epéxido por CCF en la salida del sistema de filtracion teniendo un
tiempo neto de filtracion de 1 h hasta que dejé de aparecer el epoxido, mismo tiempo en el que el
HBr habria terminado de reaccionar, obteniendo un crudo de reaccion listo para la oxidacion.

AcO

(6]
Esquema 32. Oxidacion del derivado bromado 283.

A partir del crudo de reaccion anterior se analiz6 la posibilidad de eliminar la etapa de
neutralizacion del HBr excedente, debido a que la reaccion normal se lleva a cabo con reactivo de
Jones, misma que es en medio &cido. Por lo tanto, se analizaron las condiciones descritas en la
tabla 3, observando que con el reactivo de Jones debido al alto pH, el producto tendia a
descomponerse, por lo tanto, se eliming el acido adicionando Unicamente una solucion acuosa de
CrO3 modificando la concentracién hasta Ilegar a una solucion al 20 % que fue idénea para oxidar
todo el esteroide sin dar pie a reacciones secundarias, manteniendo el rendimiento de la reaccion
y evitando la neutralizacién de la etapa anterior, minimizando perdidas de materia prima por estas
etapas.

Tabla 3. Andlisis de la oxidacién del derivado bromado 283

Oxidante R.Jones CrO35% CrO35% CrOs10% CrO320% CrOs30%

30 min 30 min 1h 30 min 30 min 30 min
58 % 76 % 88 % 85 % 91 % 92 %
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AcO

o 0
Esquema 33. Reduccion del Bromo para la obtencion de acetato de laxogenina.

Debido al cambio drastico de condiciones de reacciones para llevar a cabo la reduccion del atomo
de carbono con el Bromo, fue necesario la eliminacion total de residuos de oxidante, para lo cual
se empleo el sistema de eliminacién de oxidante-humedad de la primera etapa de este proceso, con
la diferencia que al finalizar la filtracién se procedio a evaporar todo el solvente organico de la
reaccion, con la finalidad de sustituir este por acido acético para la siguiente reaccion, afiadiendo
Zn metalico en malla llevando la reaccion a reflujo. Se monitoreo y analiz6 el avance de la reaccion
en funcion del tiempo para encontrar el tiempo 6ptimo, podemos observar en la figura 45 como
después 2 h no se presentan cambios considerables en el rendimiento de la reaccion.

Optimizacion de reduccion metalica
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Figura 45. Grafica tiempo vs rendimiento para la obtencion de acetato de laxogenina.
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Esquema 34. Hidrdlisis basica del acetato de laxogenina (280).

En la Gltima etapa de reaccion, es necesario llevar a cabo la hidrolisis basica del acetato en el C-3,
para llegar a la obtencidn de laxogenina (122). En etapas previas se observo la necesidad de un
ligero calentamiento para mejorar el tiempo de reaccidn, pero en este caso en particular ain se
tenia que eliminar el AcOH del crudo de reaccion, por lo que se decidi6 neutralizar con la solucién
utilizada para llevar a cabo la hidrolisis del acetato en C-3, ensayando la cantidad de solucion
necesaria para llevar a cabo ambas reacciones simultaneamente; el calor desprendido por la
neutralizacion permitié aumentar la velocidad de la reaccion de desproteccion conduciendo a la
segunda etapa continua del proceso global de la obtencién de laxogenina.

et

O

E
Z
Z O
Z

0 a)KMnO,/ Fe,(SO,);
t-BuOH, H,O

b) HBr
c) CrO; 20 %

AcO AcO

a) Zn AcOH
b)KOH/EtOH

0
Esquema 35. Proceso semi-continuo de obtencidn de laxogenina (122) por Ruta A.
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Al analizar toda la ruta de sintesis, se puede dividir la ruta de reaccion en dos procesos continuos,
como se observa en el esquema 35, generando asi un proceso semi-continuo que se detalla en el
diagrama de bloques de la figura 46, permitiendo no solo una optimizacion del rendimiento neto
de la reaccion desde un valor del 70 % hasta un 82 %, pero méas importante se presenta una
reduccion significativa en el tiempo de obtencion de 20 h hasta solo 8 h, que no solo aumenta la
disponibilidad de esta materia prima, sino que abate el tiempo de obtencion y reduce el nimero de
operaciones unitarias requeridas, lo que desde el punto de vista ingenieril hace este proceso
rentable y de interés para un estudio a nivel planta piloto.

* 30 min de
reaccion

Oxidacion 1

Ao, = Filtracion en gel de silice y
ol adicion a matraz continuo

* Se recibe en solucion de
HBr al 47 %, 30 min

Bromacian

* Adicion de CrOs al 20 %,
15 min

Oxidacion 2

At * Filtracion en gel
del oxidante de silice

* ZnyAcOH 1h
reflujo

* Eliminacion del Reduccion
disolvente

» Adicion de KOH BRETEE
10% etanol 1 h

Figura 46. Diagrama de bloques del proceso semi-continuo de obtencion de laxogenina (122) ruta A.
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4.1.2 Ruta B. Obtencion de laxogenina via un i-esteroide.

En la busqueda de otra metodologia alterna para la obtencidn de laxogenina se exploro la obtencién
mediante la sintesis de un derivado i-esteroidal. Como se observo en los antecedentes [50], la
formacion de i-esteroides da lugar a la adicion de nuevos grupos tanto en la posicion 6 como en la
posicion 3 de la estructura esteroidal. A partir de este punto se disefié una ruta con la finalidad de
acortar los pasos y buscar aumentar el rendimiento, con reactivos que dejan menos residuos,
iniciando con diosgenina (4) como materia prima y modificando como se describe a continuacion.

» Tosilato de diosgenina (284)

TsO

Figura 47. Estructura de 284.

Con la finalidad de permitir la eliminacion del grupo hidroxilo del C-3 del esteroide se procedio a
realizar la esterificacion con cloruro de tosilo (TsCl), reacciébn ampliamente reportada en
condiciones basicas y anhidras [46], debido a lo buen grupo saliente que resulta ser el tosilo; por
lo cual se analizaron diversos solventes no nucleofilicos, los cuales se describen en la tabla 4 a
diversos tiempos de reaccion, siendo la piridina el disolvente ideal tanto en tiempo, como en
solubilidad para la obtencion de este derivado tosilado inestable, lo que se explica por la alta
reactividad del grupo tosilo. Se analizaron las condiciones de reaccion, con la finalidad de
incrementar al méaximo el rendimiento y evitar la descomposicion; en la figura 48 podemos
observar como a tiempos de 4 h el producto ha alcanzado un alto grado de conversion y pureza
con una relacion molar 3:1 entre el TsCl y el esteroide.

Tabla 4. Analisis del efecto del disolvente de reaccion en la tosilacion de diosgenina.

Piridina  Piridina ~ DMF DMF Tolueno  Dioxano
| Tiempo [ 12 h 8h 24 h 24 h 12h
| Rendimiento [E7AZ) 89 % 69 % 72 % 15 % 65 %
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Figura 48. Grafica de tiempo de reaccion y relacion molar de reactivos para la tosilacion de diosgenina.

Para la caracterizacion del producto obtenido, fue necesaria su purificacién por columna
cromatografica en alimina neutra para evitar la descomposicion del producto. En el espectro de
RMN *H es posible observar la aparicion de sefiales en la region de los aromaticos como dos
sefiales dobles con J=7.81 Hz, que se debe a las sefiales correspondiente a los protones del anillo
aromatico r del grupo tosilo insertado a la molécula; por otra parte se observa una gran similitud
con el espectro de *H del acetato de diosgenina, observando un desplazamiento a frecuencias altas
de la sefal correspondiente al H-3 debido al cambio de grupo funcional, pero en este caso la sefial
de H-3 se observa en 4.3 ppm, a diferencia del grupo acetato donde se desplaza hasta 4.6 ppm,
esto se debe a la presencia del grupo azufrado junto con la nube electrénica del anillo aromaético,
impiden un efecto total sobre este proton por lo que no se desplaza a la misma frecuencia que
cuando se trata del grupo acetato, con la ventaja que este desplazamiento permite estudiar esta
sefial y asignarla como un tt con Jz-2e=Jz-4e= 4.74 Hz y J3-2a=J3.4a= 11.5 Hz esto se explica debido
al angulo diedro que forma H-3 con ambos ecuatoriales y con ambos axiales, en el caso de los
axiales forma un angulo de 180° maximizando el valor de la constante de acoplamiento, mientras
que en ecuatorial, por la distribucion espacial, forma un angulo entre 40°-60° lo que disminuye el
valor de esta constante, sin eliminar dicho valor, efecto que se observaria con un angulo de 90 °
de interaccion.
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Figura 49. Espectro de RMN de *H a 500 MHz del tosilato de diosgenina (284).
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Figura 50. Expansion del espectro de RMN *H a 500 MHz del tosilato de diosgenina (284).
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Otra sefial que se vuelve de interés es la sefial correspondiente a los protones en C-4; en la figura
51 podemos observar una sefial que integra para un proton y al analizar sus constantes de
acoplamiento, podemos observar que tiene una J igual a la observada en el H-3, lo que indica que
estos protones se acoplan entre si, siendo una interrogante por qué solo integra para un proton
tratdndose de un CHz, lo cual puede explicarse al observar el espectro de HSQC, que demuestra
que este proton diasterotopico se diferencia del otro que se encuentra traslapado con la sefial del
metilo en 2.46 ppm, que corresponde al metilo del anillo aromatico del grupo tosilo, de la cual
como se observa en la figura 50 sobre sale una parte de la sefial, aunque debido al tipo de sefial se
espera sea mas compleja, mientras que la sefial en 2.29 ppm se describe como una sefial ddd debido
al acoplamiento geminal y con los H-5 y H-4, con valores de Jsa3= 4.74 Hz, Jgem=13.76 Hz y
Jaas=2.10 Hz.

H-26e

25

30

r35

40

45

f1 (ppm)

50

55

60

65

O

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.63.53.43.33.23.13.0292.82.72.6252423222.12019181.7161.5141.31.21.11.00.90.80.70.6 0.5
2 (ppm)

70

Figura 51. Espectro de RMN HSQC del tosilato de diosgenina (284).

Por otro lado, para la asignacién de las sefiales correspondientes al anillo aromatico y distinguir
cuales se debian a los protones en orto de los meta, fue posible hacerlo mediante el experimento
COSY. Con la sefial previamente asignada el metilo del anillo aromatico podemos observar una
interaccion directa con solo una de las sefiales del anillo aromatico, por lo que ésta se debe a los
protones en meta, por lo que la otra sefial se debe a los orto, como se observa en la figura 52.
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Figura 52. Espectro RMN COSY del tosilato de diosgenina (284).

Finalmente, en el espectro de *C podemos distinguir solo algunos cambios significativos, como
la aparicion de las sefiales en la region de los aromaticos, las cuales fueron asignadas con el
experimento de HSQC previamente estudiado. Un efecto particularmente destacable es la sefial
correspondiente a C-3, misma que normalmente aparece a frecuencias menores que el CDCl3 pero
con el cambio de grupo se desplaza hasta 82.5 ppm.
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Figura 53. Espectro de RMN *3C a 125 MHz del tosilato de diosgenina (284).
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» (25R)-3,5-ciclo-5a-espirostan-63-ol (278)

OH

Figura 54. Estructura de 278.

Con el objetivo de la obtencion del i-esteroide a partir del derivado tosilado, se procedié a la
realizacion de una reaccion de desplazamiento intramolecular en medio acuoso. Si bien cabe la
interrogante de que, en condiciones basicas el nucleofilo puede atacar al directamente al carbono
unido al grupo tosilo y dar una reaccion de tipo Sy, al utilizar la acetona como disolvente y medio
de reaccion, se permite la polarizacion de los enlaces para dar lugar a la reaccion intramolecular,
como se observa en el mecanismo del esquema 34. Ademas, el producto de la reaccion de
sustitucion (la a-diosgenina) no es un producto estable debido a las interacciones 1,3 que genera
el hidroxilo en posicién axial; en cambio el derivado i-esteroidal no presenta este tipo de
interacciones, aungque se forma un puente entre tres carbonos no muy estable. Al momento de
realizar la reaccién, se observo la formacién de un producto Unico, el cual al determinar su
estructura por RMN se confirmd la presencia del i-esteroide, demostrando estar mas favorecida la
formacion de este derivado y el efecto que tiene el disolvente al realizar la reaccion.

v Vv

kS Y

TsO

(0]
H/ /o
H H

Esquema 36. Mecanismo de formacidn del derivado 278.
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En el espectro de RMN de 'H de este derivado podemos observar un gran nimero de sefiales sin
modificar en comparacién con la diosgenina, un cambio significativo se presenta en la sefial en
3.19 ppm que se observa como una sefial t con J= 2.9 Hz, que se asigna al H-6 resultado de la
formacion del alcohol en este carbono, que se acopla con los dos protones H-7, en los que se
minimiza el valor de la constante de acoplamiento por el angulo diedro que forman, debido a la
torsion de los ciclos debido a la formacion del biciclo con el puente entre 3 carbonos. En la figura
56 podemos observar la estructura de minima energia calculada por el método MM2 mostrando
cémo el angulo se minimiza a un valor entre 40° y 50 , motivo por el cual las constantes de
acoplamiento son minimas; por otro lado podemos observar que la sefial correspondiente al CHz-
19, se desplaza a 1.2 ppm debido a que se genera una interaccion 1,3 entre este metilo y el grupo
hidroxilo insertado en el C-6, asi mismo el CHs-18 se desplaza ligeramente a mayor frecuencia
por la presencia de este grupo hidroxilo. Por otro lado, si observamos la sefial correspondiente a
H-4e, que previamente se habia observado como una sefial tt o ddd ahora se ha modificado su
patron de acoplamiento hasta volverse mucho méas compleja, por lo que se define como una sefial
multiple, esto se debe a que estos protones pertenecen a un sistema de un ciclopropano, el cual
presenta acoplamientos diversos segun la posicidn en la que se encuentre con cada protdn cercano
ademas de presentar acoplamiento tipo w debido a la distribucion espacial de estos protones, como
se observa en la estructura tridimensional de la figura 56. Por su parte las sefiales correspondientes
a H-16 y a los protones diasterotopicos en C-26 no se ven afectados debido a la distancia con
respecto a la modificacion realizada.
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Figura 55. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de 278.
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Figura 56. Estructura de minima energia (método MM2) de 278.

Por otro lado, en el espectro de 3C, podemos observar la sefial en 109.5 ppm que corresponde al
C-22 del espiroacetal, en 81.5 ppm observamos la sefial de C-16 y en 74 ppm aparece una sefial
que ahora corresponde al C-6 base de oxigeno del nuevo hidroxilo formado. Las sefiales de los
carbonos 3 y 5 se encuentran en frecuencias mas bajas debido a su nuevo ambiente quimico.
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Figura 57. Espectro de RMN de *C a 125 MHz del 278.

» (25R)-3,5-ciclo-5a-espirostan-6-ona (285).
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Figura 58. Estructura de 285.
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Con la finalidad de obtener el grupo carbonilo en el C-6 caracteristico de la laxogenina (122) se
procedid a oxidar 278. Con base al andlisis de las condiciones y resultados previos de las
reacciones de oxidacion, se decidio realizar esta oxidacion con reactivo de Jones a baja
temperatura, con la finalidad de realizar la oxidacion de manera selectiva sin afectar el resto del
esteroide, dado que debido a la gran tensién que existe en el ciclopropano del anillo A lo hace
susceptible a reacciones secundarias. De los factores que fueron considerados para conducir la
reacciones deseada, el tiempo resulto ser determinante, por lo que se dej6 solo el tiempo necesario,
como se observa en la grafica de la figura 59; a los 30 minutos la reaccidn concluido y después de
45 minutos se observa una disminucion de en el rendimiento debido a la formacion de diversos
sub-productos, confirmando la alta reactividad de este derivado.

Oxidacion de 285

50

Rendimiento (%)

40
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20
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Figura 59. Analisis del tiempo de reaccion con la selectividad y rendimiento de la oxidacién de (285).

En la caracterizacion podemos observar en el espectro de RMN de *H del derivado cetonico, como
se aprecian modificaciones drasticas debidas al cambio de hibridacién del C-6, ocasionando que,
la sefial de H-6 que se apreciaba en la materia prima desaparece, y aparece una sefial en 2.48 ppm
con Jgem= 16.6 Hz y J7e-s= 4.5 Hz correspondiente al H-7e que se desplaza a frecuencia alta debido
a la cercania con el grupo carbonilo formado, a partir de esta sefial es posible, mediante el
experimento COSY, correlacionar en con el proton geminal, que parece en 2.13 ppm, a
continuacion nos permite encontrar la sefial del H-8 que aparece alrededor de 1.9 ppm traslapado
con otras sefiales; de manera analoga en este experimento se buscaron dos sefiales que acoplaran
entre si, pero con ningln otro carbono, y una ubicada en mayor frecuencia que la otra, asignando
como H-4a en 2.01 ppm y H-4b en 1.30 ppm, una se encuentra a mayor frecuencia debido a que
en su estructura tridimensional, una queda en el cono de proteccion tipico de un grupo carbonilo y
otra queda fuera del mismo, lo que provoca este efecto tan marcado.
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Figura 60. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de (285).
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Figura 61. Espectro RMN COSY de 285.
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En el espectro de RMN de *C podemos observar una nueva sefial en 209 ppm caracteristica de
una cetona, por lo que corresponde al C-6, en consecuencia, se observa la desaparicion de la sefial
correspondiente al carbono base de oxigeno en la materia prima, conservandose las sefiales de los
C-16 y C-26 base de oxigeno en 80.3 y 66.8 ppm respectivamente, y en 109 ppm podemos
corroborar que el espiroacetal se ha mantenido después de la reaccion confirmando la estructura
de este compuesto.
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Figura 62. Espectro de RMN de *C a 125 MHz de 285.

» Apertura del i-esteroide 285.
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Esquema 37. Apertura del i-esteroide 285 en medio &cido.
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Con la finalidad de abrir el ciclopropano caracteristico del i-esteroide, se decidié realizar la
apertura en medio acido para agregar un nucledfilo especifico en el C-3 de la estructura. Para lograr
este objetivo, se estudiaron dos reacciones una con acido acético para la obtencion de acetato de
laxogenina y otra con agua en medio cido para la obtencién directa de laxogenina. En la primer
reaccion se estudio y determiné el tiempo necesario para alcanzar la maxima conversion posible,
como se observa en la figura 63a, observando que al tiempo de 6 h se ha logrado una conversién
cuantitativa del derivado i-esteroidal al acetato de laxogenina; mientras que en la reaccion con
agua en medio acido a las dos horas se ha consumido la materia prima (ver figura 63b) pero la
selectividad es mucho menor debido a la formacion de otros subproductos sin interés en este
estudio. Si bien esta reaccion es mas rapida la disminucion del rendimiento del producto
mayoritario pone en conflicto seleccionar cual es la metodologia 6ptima, ya que la realizada con
acido acético aun requiere una etapa posterior de hidrolisis basica para la obtencion de la
laxogenina, pero analizando el rendimiento neto, como se observa en la tabla 5, aun asi es
conveniente realizar la reaccion en dos etapas.

AcOH H,0/H,SO,
100 80
*—— —® 70
;\a 80 860
o
£ 60 g 50
2 2 40
£ 1S
S 40 5 30
@ 20 o
10
0 0
1 2 3 456 7 8 9 10111213 30 60 90 120 150 180
Tiempo (h) Tiempo (min)

Figura 63. Apertura de 285, izquierda: acido acético; derecha: agua en HzSO..

Tabla 5. Comparacion de metodologias de obtencion de laxogenina (122) a partir de 285.

Reaccién/Reactivo AcOH H>0/H,S04

90 % 65 %
o5 % :

Rendimiento neto 85.5 % 65 %
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> Disefio del proceso semicontinuo de la obtencién de laxogenina. Ruta B

O

Esquema 38. Obtencidn de laxogenina por ruta B.

Para esta ruta de sintesis, se siguid la misma metodologia de analisis que se utilizo para el disefio
del proceso semi-continuo para la ruta A. Se procedi6 a realizar el disefio para la ruta B con las
modificaciones pertinentes de acuerdo con el tipo de reaccidn, como se detalla a continuacion.

=

O

TsCl
piridina |O

S|\
(@]

HO (6)

Esquema 39. Tosilacion de diosgenina.

Esta reaccion como se describié previamente fue optimizada el tiempo de reaccion y la cantidad
necesaria de TsCl, con la finalidad de combinar con la etapa posterior para la formacion del i-
esteroide en el anillo A, se decidié minimizar la cantidad de disolvente necesario (piridina), sin
afectar el rendimiento de la reaccién. En la figura 64 podemos observar como por cada mmol de
esteroide solo son necesarios 2 mL de piridina para llevar a término la reaccion; ademas, se observo
una disminucién en el tiempo necesario de reaccion para alcanzar la conversion maxima, por lo
que se volvid a estudiar el tiempo de reaccion con el nuevo volumen de disolvente utilizado,
obteniendo un nuevo tiempo éptimo de 2 h, efecto que se explica debido a la saturacion de los
reactivos en el disolvente, aumentado la disponibilidad de los mismos para iniciar la reaccion,
disminuyendo asi el tiempo necesario.
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Figura 64. Optimizacion de la tosilacion de diosgenina: a) volumen de piridina minimo, b) tiempo
Optimo.

(o)
H,0/ Acetona

piridina

TsO

Esquema 40. Formacion del i-esteroide 278.

Con la finalidad de dar continuidad al proceso desde la etapa anterior se estudio la posibilidad de
mantener a la piridina en el medio de reaccidn; en la tabla 6, podemos observar las cantidades de
AcOK estudiadas con la finalidad de analizar la compatibilidad de las bases en el medio de
reaccion, aunque cabe destacar que si analizamos por separado su fuerza como base, son muy
parecidas, por lo que se explica que aun en ausencia del AcOK se da la formacion del derivado i-
esteroideo, por lo que al aumentar el tiempo de reaccién en 1 h, solo en presencia de piridina como
base, la reaccion alcanza una alta tasa de conversion, permitiendo entonces generar un sistema en
el cual inmediatamente después de la formacion del tosilato de diosgenina, se adiciona la mezcla
acetona/agua (80/20) y coloca a reflujo para lograr la conversion al derivado i-esteroideo.

Tabla 6. Analisis del efecto de la base para la obtencion del derivado i-esteroideo 278.

AcOK/ AcOK/ AcOK/ NH4OH/ KOH/ B/
piridina piridina piridina piridina piridina piridina
3:2 1:2 0.5:2 1:2 1:2 0:1
85 84 85 82 67 85
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OH

Esquema 41. Formacion del i-esteroide 285.

Para la etapa de oxidacion, aprovechando que estd presente una mezcla de acetona-agua en el
medio de reaccion, se decidio optar por una oxidacion directa en el crudo de reaccion; sin embargo,
se observaron bajos rendimientos con las oxidaciones con reactivo de Jones, como se observa en
la tabla 7. Esto se debe a que esta reaccion se realiza en medio acido, pero en esta ocasion
disminuye la acidez por la piridina remanente en la mezcla de reaccion, por lo que se opt6 por una
oxidacion tipo Collins en medio basico, adicionando unicamente el CrOz directo a la reaccion,
pero debido al tipo de reaccion y sus condiciones, se observo que a bajas temperaturas la
conversion, si bien era selectiva, tenia el inconveniente de ser muy lenta, por lo que se prob6
modificar la temperatura y se observo que a 40 °C la reaccion se completa en 30 minutos.

Tabla 7. Estudio de oxidantes para la formacion del i-esteroide 285.

Oxidante Jones Jones KMnOa Collins Collins

Omn  1h th th 2n
Rendimiento (%) 45 % 62 % 48 % 72 % 78 %

oxidacién basica

100
90 >
< 80
E 70 /v/_’/" Temp °C
é 60 < &0
£ s —e—20
& 40 2
0 40
2 —e—50
0 20 40 60 80 100 120

tiempo (min)
Figura 65. Analisis de la temperatura y tiempo para la oxidacion basica del i-esteroide 278.
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Una vez obtenido el derivado 285, se procedio a eliminar los disolventes organicos por destilacion
a presion reducida, y el oxidante por filtracion con el sistema descrito previamente, aunque solo
con gel de silice debido al alto contenido de humedad que presenta el crudo de reaccion, por lo

que fue necesario una extraccion organica para la obtencion del crudo selectivamente, dividiendo
el proceso continuo en esta etapa.

o

S
S
S
S

AcO

(0]
(0]

Esquema 42. Apertura en medio &cido de 285.

Previamente se habia analizado la optimizacion de esta reaccion, concluyendo que la apertura para
obtener el acetato de laxogenina en dos etapas es la mejor opcidn, aungue involucra una segunda
etapa de hidrdlisis el rendimiento es considerablemente mayor. Y con la finalidad de unir al
proceso anterior, inmediatamente después de la etapa anterior se eliminé el disolvente organico
utilizado para la adicién del &cido acético y se coloco a reflujo para llevar a cabo la apertura del i-
esteroide. A continuacion se realizo la hidrdlisis con una solucion alcohdlica de KOH al 10 %,

como previamente se estudio para la obtencién de la laxogenina, observando una mejoria del 62%

al 72% de rendimiento y disminuyendo el tiempo de 78 h hasta 14 h, permitiendo mejorar

considerablemente las condiciones para la obtencién de laxogenina por esta ruta, disefiando un
proceso que se resumen en el esquema 41 y detalla en el diagrama de bloques de la figura 66.

a) TsCl, piridina
b) Acetona/ Agua (80/20)
c)R. Jones -

HO

a) AcOH
b) KOH/ EtOH

E \\:
Z S

HO

0
proceso semi-continuo.

Esquema 43. Obtencion de laxogenina por ruta B:
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* 2 h de reaccion,
10 ml de py

oot + Adicion de Acetona / agua
ol (80/20) reflujo 2 h
S| Adicion de Reactivo de
Jones. 30 min
S - Filtracion en gel
Eliminacién e '
del oxidante de silice
TS+ Destilacion simple de py
solvente y acetona
- Eliminacién del * AcOH reflujo 1 h
disolvente

+ Adicion de KOH PNER S
10% etanol 1 h

Figura 66. Diagrama de bloques del proceso de obtencidn de laxogenina por ruta B.

4.1.3 Optimizacion de la obtencién de la oxima del acetato de 23-acetil diosgenina.

OH _NH,OH HCI
py

AcO

AcO
Esquema 44. Obtencion de la oxima del acetato de 23-acetil diosgenina (289).

La produccién en mayor cantidad de cualquier compuesto es de gran interés para la investigacion,
en especial si el compuesto presenta una actividad bioldgica relevante, como lo es el caso particular
de la oxima del acetato de 23-acetildiosgenina (289), compuesto que ha mostrado un interesante
efecto citotoxico contra lineas de cancer cervicouterino en las lineas celulares CasKi y Hela,
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debido a sus bajos valores de 1Cso, asi como se observo que a estas dosis, células sanas como los
linfocitos, no se vieron afectadas [57], lo cual promete para este compuesto excelentes
probabilidades como agente anticancerigeno selectivo, para lo cual se necesita continuar con los
estudios in vivo, con la limitante de que se necesita mayor cantidad de compuesto si comparamos
con el estudio in vitro. Entonces se decidio aplicar las metodologias de disefio de procesos semi-
continuos para aumentar la produccion de este derivado al nivel de multigramos, aplicando dicha
metodologia se disefid el diagrama de bloques que se observa en la figura 67, para la ruta de
reaccion que se muestra en el esquema 42.
at:10min  2PH=7 Sistema §:2 KOH

ane:  CHICE (Hexano: Etanol
N&HClc'! 30% | AcOED 30 °C HC[llo %

Diosgenina Acetblisis de Decantacién y
Ac20 diosgenina Cristalizacién
BFiERO T:25°C T:18°C

Hidrolisis basica Neutralizacién, Etanol
T:25°C destilacion * Aguacon
sales

CH:Clz,Agua
con sales

Piridina NH20H HC! Agua 5 °C

Producto Destilacié btenci
recristalizado pclong, g : n 4a Precipitacién Acetilacién
Secado en Mufla Oxima. T- 5°C T: 70°C Ac20
en AcQEt T-75 °C T-75°C - z

YRNETO=60%

Agua +
AcOH

Figura 67. Diagrama de bloques para la obtencion de la oxima del acetato de 23-acetil diosgenina (289)

Piridina

Con la finalidad de seguir la reaccién en cada uno de los pasos de la misma, se fue monitoreando
la misma por CCF asi como por IR, en la figura 68 podemos observar la ruta de reaccion paso a
paso por IR, mostrando como a partir de la diosgenina al momento de realizar el epoxicolesteno
286, desaparece la banda después de los 3000 cm™ y aparecen varias bandas en la region de 1600
cm™ a 1800 cm, estas debidas a los acetatos agregados a la estructura y a la formacion de la
cetona a,B-insaturada en C-23; posteriormente al realizar la hidrélisis se observa como
desaparecen varias de estas Gltimas sefiales dejando solo una correspondiente al grupo acetilo en
C-23, asi mismo aparece la banda correspondiente al hidroxilo, posteriormente al realizar la
acetilacion del hidroxilo en 3, se observa en el nuevo espectro como simplemente desaparece la
banda del hidroxilo y se forma una nueva banda correspondiente al carbonilo del acetato, asi como
una banda de ester en 1250 cm™. Finalmente, al momento de la formacion de la oxima, no se
observa un cambio aparente en las bandas existentes, solo la formacion de una nueva banda en
3200 cm™ que corresponde al grupo hidroxilo de la oxima, lo que corrobora la obtencion del
producto; cabe destacar que estos derivados ya se han caracterizado inequivocamente, previamente
como se observa en la literatura del grupo de investigacion [57].
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Figura 68. Seguimiento de reaccion por IR de la obtencion del derivado 289.
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Dentro de los productos de las etapas de reaccion de obtencion de este derivado, se observaron dos
intermediarios interesantes. Primero en la etapa de cristalizacion por cambio de disolvente se
observo la formacion de cristales muy caracteristicos, como se ve en la figura 69. Cabe destacar
que los cristales de este compuesto ya se encontraban reportados, pero con la diferencia de que
cristaliz con una molécula de benceno como disolvente, en este caso se observo una cristalizacion
atipica con 0.8 moléculas de hexano por molécula esteroidal, lo cual es de gran interés desde el
punto de vista cristalogréfico.

Figura 69. Diagrama Ortep del derivado epoxicolesténico 286.

Por otra parte, en la neutralizacion del derivado 23-acetilado se observo la formacion de un
segundo grupo de cristales lo cuales correspondian al sub-producto de esta reaccion, que al
momento de analizarlos resultaron ser el derivado epoxicolesténico hidrolizado el acetato en 3,
como se observa en la figura 70, lo que dio pauta a la recuperacion de este subproducto, ya que al
someterlo a hidrolisis basica conduce a la formacion del derivado 23-acetilado.

Figura 70. Diagrama Ortep del derivado epoxicolesténico 290.
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4.2 Empleo de las oximas como grupo protector.

Una limitante muy importante al momento de llevar a cabo la sintesis de nuevas estructuras es la
formacion de sub-productos que, si bien pueden resultar interesantes y ayudar a explicar el
mecanismo de la reaccion, muchas veces dificultan tanto la purificacion o inclusive impiden la
formacion del producto deseado. En el grupo de trabajo se ha observado un fenémeno particular,
al momento de realizar aperturas del espiroacetal con la finalidad de obtener derivados 6,22
dioxocolestanicos, debido al medio acido de la reaccion, el grupo carbonilo sufre la
tauromerizacion a su forma endlica, y en presencia de anhidrido acético en el medio de la reaccion,
da lugar a un enol acetilado, impidiendo la conservacion o regeneracion del grupo ceténico, como
se puede observar en el esquema 43.

OAc
Esquema 45. Derivado enol acetilado esteroidales.

Con la finalidad de evitar este problema, se ha estudiado el uso de grupos protectores; cabe destacar
que normalmente el grupo protector por excelencia del grupo carbonilo es la formacion de acetales,
pero debido al tipo de reaccidn que se esta estudiando donde se manejan condiciones &cidas, no es
una opcidn, por lo que se opt6 por una reaccion de condensacion con NH2OH para formar la oxima
correspondiente para posteriormente realizar la obtencion de nuevos derivados 22 oxocolestanicos
y finalmente estudiar la reversibilidad selectiva de la reaccion. Para dicho estudio se seleccion6
como modelo la Colestanona y el acetato de hecogenina, como se observa en el esquema 44.

NH,OH HCI
AcOK/EtOH
_—>

29.
Buffer 3

fosfatos
HON

NH,OH HCI
AcOK/EtOH
—_—

Buffer
fosfatos

AcO

AcO'
Esquema 46. Uso de oximas como grupo protector.
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4.2.1 Estudio con 5a-colestanona.

Para la preparacion de Colestanona (292) se partio de colestanol, como se ve en el esquema 45, el
cual fue oxidado a temperatura ambiente, debido a la simplicidad de la estructura se obtiene un
anico producto en un excelente rendimiento. En la figura 71 podemos observar el espectro de RMN
de 'H de ambos compuestos, mostrando la desaparicion de la sefial correspondiente al H-3 y dos
sefiales alrededor de 2.2 ppm que corresponden a los protones de C-2 y C-4 ahora a al grupo
carbonilo.

7
Z,
2,
%,
7
“

R. Jones
CH,Cl, 202

HO (@)

Esquema 47. Oxidacion de colestanol (296).

CHI-26 |y 5

"H,-18,19
3

. L wa.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.93.83.7363534333.23.13.02928272625242322212019181716151413121.11.00.90.80.70.60.5
f1 (ppm)

CH,-21

3

Ct [5726

Cl—]fl&l()

H-2a y H-4a
H-2e y H-4e

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5
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Figura 71. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de colestanol (296) y colestanona (292).
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De manera analoga en el espectro de RMN de 3C se puede observar la desaparicion de la sefial en
70 ppm correspondiente al carbono base de oxigeno del C-3 para desplazarse y aparecer en 210
ppm caracteristico para el grupo carbonilo de cetona, cabe destacar que este esteroide fue
seleccionado debido a la presencia de un solo grupo funcional lo que permite observar
directamente el efecto de la formacion y reversibilidad de la oxima como grupo protector, sin la
influencia de otros grupos funcionales.

3
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45
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Figura 72. Espectro de RMN de *C a 75 MHz de: a) colestanol (296), b) colestanona (292).

Para la formacion de la oxima de Colestanona se procedié por condensacion con NH2OHHCI en
EtOH y AcOK como base, observando una conversion completa a 1 h de reaccion, el producto fue
caracterizado, aunque en el espectro de *H no se observan cambios aparentes, sin embargo, en el
espectro de 13C se observa la desaparicion de la sefial en 210 ppm, para dar lugar a una nueva sefial
en 154 ppm que corresponde al carbono base de imino formado, como se observa en la figura 73.

155 150
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
f1 (ppm)

Figura 73. Espectro de RMN de *C a 75 MHz de la oxima de colestanona (293).
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A partir de este producto se estudio la reversibilidad de la reaccion, para lo que se prepararon
soluciones buffer de fosfatos a pH 3, 5y 6 con una capacidad 10 M, con la finalidad de mantener
constante el pH durante el estudio, asi mismo se decidio trabajar a dos niveles de temperatura,
ambiente y reflujo. En la figura 74, podemos observar que en este caso a reflujo en 1 h se ha
alcanzado la conversion maxima a la colestanona, mientras que a temperatura ambiente se
necesitan 6 h para alcanzar esta conversion mostrando como, la reaccion tiene un alto grado de
conversion, lo que hace idoneo a las oximas como una opcion de grupo protector.

Temp. Reflujo Temp. Ambiente
95 100
90 . 9
85 S
;{3 80 ;/ 80
S 5 £ 70
S 2 —e—pH=5
£ 70 € 60
L 65 = ’ 4 pH=4
£ g 20
S 55 - 40,// pH=3
T 50 30
30 60 90 120 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min) Tiempo (h)

Figura 74. Estudio de reversibilidad de oximas esteroidales en funcién del pH y la temperatura.

4.2.2 Estudio con acetato de hecogenina.

Cabe destacar que, si bien la oxima de colestanona fue totalmente reversible, cuando existe mas
de un grupo funcional como lo son los ésteres, vale la pena estudiar si estos soportan la reaccion
de hidrolisis de la oxima, sin verse modificados. Con la finalidad de estudiar este efecto, se prepar6
la oxima del acetato de hecogenina, en la figura 85 podemos observar el comparativo entre el
espectro de *H de la materia prima y la oxima, mostrando algunos cambios muy especificos, en
3.30 ppm aparece una sefial dd con Jiieo= 4.9 Hz, Jgem= 14.9 Hz, que corresponde al H-11
ecuatorial el cual se ve grandemente afectado debido a que el grupo hidroxilo de la oxima se
encuentra sobre él; en cambio la sefial del H-11a se mantiene en 2.53 como una sefial dd ya que
queda opuesto a este grupo hidroxilo, de igual manera denota la aparicion de una sefial en 7.18
ppm, correspondiente al grupo hidroxilo de la oxima formada, el cual no presentd intercambio
total con deuterio lo que permitié observarlo por RMN, cabe destacar que el protén hidroxilo de
una oxima no es tan acido como el de un alcohol, lo que dificulta su intercambio. Por otro lado, en
2.05 ppm se confirma que se ha conservado el grupo acetilo durante la formacion de este
compuesto, aparte de estas sefiales no se ha presentado un cambio aparente en las otras sefiales del
compuesto con respecto a la materia prima, como lo es el caso de H-3 y H-16 que contintan
apareciendo en 4.7 ppm y 4.35 ppm respectivamente.
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Figura 75. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de acetato de a) hecogenina y b) su oxima
correspondiente.

H-3 H-16

Por otro lado, en el espectro de *C podemos observar la desaparicion de la sefial en 210 ppm para
dar lugar a una sefial en 165 ppm correspondiente a la oxima formada, caracteristico de oximas
exociclicas, lo que confirma la formacion del producto, posteriormente el producto obtenido fue
cristalizado en CH2Cl,, obteniendo cristales idoneos para la someter a difraccion de rayos X,
obteniendo la estructura que se observa en la figura 77, corroborando la isomeria geométrica E del
doble enlace de la oxima del esteroide.
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Figura 76. Espectro de RMN de **C a 125 MHz de la oxima del acetato de hecogenina.

Figura 77. Diagrama ortep de la oxima del acetato de hecogenina (295).

Para el estudio de la reversibilidad de esta reaccién, se probaron las condiciones previamente
analizadas con la oxima de colestanona, como se observa en la figura 78, mostrando que a
temperaturas de reflujo promueve a la formacion de sub-productos, asi como a la hidrdlisis del
éster en el C-3, mientras que a temperatura ambiente la reaccion se vuelve selectiva, sin embargo,
aumenta el tiempo de reaccion necesario, encontrando que la condicion ideal para la recuperacion
de la cetona, sin afectar al espiroacetal y al acetato en C-3, es a pH =4 y 5 h de reaccion, esto se
explica debido a que el medio acido no solo favorece de hidrdlisis del acetato sino también en
exceso favorece la formacion del enol de la cetona obtenida, por lo que se vuelve de vital interés
el control adecuado del medio acido.
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Figura 78. Graficas del Estudio de reversibilidad de la oxima del acetato de hecogenina.

Al estudiar ambos compuestos permitio disefiar dos metodologias de desproteccidn de las oximas
formadas, como de describe en la figura 79, estudio que se extrapolara a la sintesis de compuestos
22 0xo colestanicos a partir de ceto-esteroides sin involucrar la formacion de enoles acetilados.

Oxima
esteroidal

Grupos
hidrolizables

pH=3y Temp.

Reflujo Medio acido

pH= 4y Temp.
ambiente

Figura 79. Diagrama de flujo para la desproteccion de oximas esteroidales.

80



4.3 Modificaciones de la laxogenina.
A partir de la laxogenina obtenida en las etapas anteriores del proyecto se decidié modificar la
estructura quimica de estos con la finalidad de obtener nuevos derivados 6,22 dioxo colestanicos,
mismo que como se describid en los antecedentes han presentado actividad biolégica variada, por
lo que para llevar a cabo su evaluacion bioldgica no solo se necesita su obtencion sino a su vez la
optimizacion de sus metodologias para aumentar la disponibilidad de estos compuestos, por lo que
con el estudio de la oxima como grupo protector se decidié estudiar dos rutas alternas para la
obtencion de la oxima de laxogenina, como se observa en el esquema 46, analizando la viabilidad

de lareaccion de apertura del i-esteroide previamente descartada, ahora con la influencia del grupo
hidroximino como grupo protector.

RUTA A RUTA B

285
N

H,OH HCl
AcOH/HV AcOK/ EtOH
o)

‘©

aat
‘©

HO'

!

HO

NH,OH HCl
AcOK/ EtOH AcOH/H,0

Esquema 48. Rutas para la obtencién de la oxima de laxogenina (298).
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4.3.1 Oxima del (25R)-3a,5-ciclo-espirostan-6-ona (297).

-
=
=
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7,

NOH

Figura 80. Estructura de 297.

A partir del derivado i-esteroide de laxogenina se llevo a cabo la condensacion con NH2OH,
reaccion con buen rendimiento y selectividad, en el espectro de RMN de *H podemos observar
una gran similitud con la materia prima, mostrando una sefial en 4.45 ppm correspondiente al H-
16 yen 3.5 ppmy en 3.4 ppm podemos observarlas sefiales correspondientes a los H-26, de manera
analoga que en la materia prima en 3.35 ppm parece una sefial dd, correspondiente al H-7e, que se
ha desplazado a mayor frecuencia debido al cambio de grupo funcional, con ayuda del experimento
HMBC se logré asignar no solo a sefial del H-7a sino se encontrd la sefial correspondiente al H-8
entre la mezcla de sefiales a baja frecuencia, en este experimento ademas permite corroborar como
existe una cercania entre el carbono 22 del espiroacetal y los protones diasterotépicos en 26, asi
como el metilo de la posicion 21 como se observa en la figura 82.

OH

T T T T T T T T T
7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10
f1 (ppm)
H-7a

H-16

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.64.54.44.34.24.14.03.93.83.73.63.53.43.33.23.13.02.92.82.72.6 2.52.42.32.22.12.01.91.81.71.6 1.51.41.31.21.11.00.90.8 0.7
f1 (ppm)

Figura 81. Espectro de RMN *H a 500 MHz de la oxima 297.
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Figura 82. Espectro de RMN HMBC de la oxima 297.
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Otra sefal caracteristica fue la aparicion de una sefial maltiple ancha en 7.4 ppm del grupo
hidroxilo de la oxima. Por otro lado, en el espectro de RNM de 3C podemos observar
inmediatamente la sefial correspondiente al carbono de la oxima en 160 ppm, a parte de este
carbono el espectro guarda una gran similitud con la materia prima.

166 164 162 160 158 156 154
f1 (ppm)

22 16

L L

T T T T
115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5

60 55
f1 (ppm)

Figura 83. Espectro de RMN de *C de la oxima 297.
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4.3.2 Oxima de laxogenina (298)

NOH
Figura 84. Oxima de laxogenina (298).

La formacion de oximas ha mostrado gran interés en el desarrollo experimental, debido a la
actividad biolégica que se le ha atribuido, por lo que, si bien se puede obtener directamente de la
condensacion con hidroxilamina de laxogenina, paralelamente se estudié la opcién de la formacion
de la oxima del i-esteroide para posterior apertura en medio acido, reaccion que con el i-esteroide
cetdénico dio bajo rendimiento, en la tabla 8, como al proteger este grupo permite un aumento del
rendimiento neto considerable, dando asi otra opcion para la obtencidn de este derivado.

Tabla 8. Estudio de obtencién de oxima de laxogenina a partir de 285.

Ruta A B

Rxn 1 65 % 90 %

Rxn 2 85 % 80 %
Rendimiento neto 55.2 % 72 %

En el espectro de RMN de *H podemos observar como la sefial de H-7e se desplaza ligeramente a
mayor frecuencia ocasionando que se traslape con la sefial H-26a, y por otro lado se forma la sefial
correspondiente al H-3 en 3.6 ppm, a parte de este cambio, no se observa mucha diferencia con el
derivado 122, sin embargo, cabe destacar que a diferencia de las oximas previamente estudiadas
no se observa la sefial del grupo hidroxilo, esto se explica debido a la mayor disponibilidad de este
protdn para ser intercambiado debido a la posicion en donde se encuentra, como se observa en la
estructura optimizada de la figura 86, anadlogamente con el experimento de HSQC se localiz6 el
proton diasterotdpico H-7a, como se observa en la figura 87, debido a que ambos acoplan con el
mismo carbono, al igual que el protén H-3 permite localizar al C-3.
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Figura 85. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de la oxima de laxogenina (298).

Figura 86. Estructura optimizada de la oxima de laxogenina (298) por MM2.
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Figura 87. Espectro de RMN HSQC de la oxima de laxogenina (298).




En el espectro de RMN de *C podemos observar la aparicion de una sefial en 160 ppm
correspondiente al C-6 de la oxima formada, en la basqueda del H-5 se utilizé el experimento de
HMBC a partir de la sefial de C-6 podemos observar como se acopla con los protones
diasterotopicos en C-7 y con otra sefial en 1.9 ppm que corresponde al H-5, andlogamente con el
C-22 se puede asignar el H-23 ya que se conocen los H-26 como podemos observar en la figura
89.

26
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Figura 88. Espectro de RMN de *C a 125 MHz de la oxima de laxogenina (298).

, r1o

20
30
40
50

- 60

L |

" k70
, I
@ () ® o r80 -
3 €
T
[ b
100
22 ; ’
- o> o il - L110
120
130
L 140
150
6 o ’
5 & A == 160
0 I
o e 170

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
f2 (ppm)

Figura 89. Espectro de RMN HMBC de la oxima de laxogenina (298)
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4.3.3 Diacetato de (25R)-26-hidroxi-6-hidroximino-22-oxocolest-33,16p-diilo (299)

NOH

Figura 90. Diacetato de (25R)-26-hidroxi-6-hidroximin-22-oxocolest-3p, 16f-diilo (299).

Los compuestos 22-oxo-colestanicos han mostrado gran interés por diversos grupos de
investigacion en esteroides, anudado a esto la laxogenina ha mostrado potencial como promotor
de crecimiento vegetal y como anticancerigeno, motivo por el cual los derivados 22-oxo
colestanicos de laxogenina prometen actividades bioldgicas interesantes, misma que al levarse a
cabo directo de laxogenina da como producto mayoritario un derivado enol acetilado, por lo que
se disefio una ruta que involucrara la formacion de la oxima para posterior apertura, dando como
producto principal el derivado 22-oxo-colestanico de la oxima de laxogenina, y un segundo
derivado con el hidroxilo de la oxima acetilado, destacando que ambos productos se pueden

desproteger para la obtencién del derivado 22-oxocolestanicos.
Z O

BF;0Et, Ac,0,
CH,Cl,
HO

(¢}

NH,OH HC]
AcOK
EtOH

e
2
2
o
o

OAc Buffer Fosfatos |

BF;0Et, Ac,0 oFi

298 CH,CL,
HO
299 R=H

N, AcO 301 R=Ac

Esquema 49. Obtencidn del derivado 300.
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En el espectro de RMN de *H a 500 MHz del derivado 299 podemos observar que la sefial
correspondiente al H-3 se ha desplazado a mayor frecuencia hasta 4.92 ppm, esto debido a la
formacion del acetato en esta posicion, por otro lado vemos que la sefial correspondiente al H-16
de igual forma de desplaza ligeramente a mayor frecuencia debido a la apertura del espiroacetal,
no obstante el cambio més significativo, que demuestra la apertura del espiroacetal, es la sefial
correspondiente a los H-26, la cual aparece como una sefial d con Jzs.25= 6.0 Hz, la cual se habia
observado como un par de sefiales diaterotopicas, sin embargo al abrir el anillo F, este efecto se
pierde debido al libre giro que tiene la molécula con la cadena lateral abierta. De igual forma al
observar su desplazamiento en 3.18 ppm podemos confirmar que el hidroxilo en 26 no se ha
acetilado como se esperaba, en 2.9 ppm aparece una nueva sefial multiple que corresponde al H-
20, el cual se corrobord mediante el empleo del experimento COSY al observar su correlacion con
el metilo 21, como se puede observar en la figura 92, cerca de esta sefial en 2.6 ppm podemos
encontrar una sefial que corresponde al H-23, a menor frecuencia se encuentra un juego de sefiales
traslapadas que se pueden asignar a H-5 y H-7a, descubriento que H-5 se encuentra ligeramente a
mayor frecuencia debido a que en experimento HSQC se observa que no es disterotdpico, a
diferencia de H-7 pero debido al traslapamiento es dificil su asignacion aislada, finalmente en la
region de 2.0 ppm aparecen dos sefiales que corresponden a los metilos de los acetatos en los C-3
y C-16, para discernir que sefial corresponde a cada una, con el experimento COSY podemos
observar como correlacionan cada uno con H-3 y H-16 respectivamente.

CH,COO-3
3

CE BC‘()()— 16

CH}' 19
Cl—[%—] 8

(*]—[;,27

CE 13—21

H-26
H-5.7
. . M W
T T T T T T T T T

T T T T T T T T T
50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6
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Figura 91.Espectro de RMN de *H a 500 MHz de 299.
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Figura 92. Espectro RMN COSY de 299.

Por otro lado, en el espectro de RMN de !3C, podemos observar que el espectro cambia
notablemente, en primera desaparece la sefial en 108 ppm caracteristica del espiroacetal, asi como
la sefial correspondiente a C-16 se desplaza a menor frecuencia hasta 75 ppm, efecto tipico en la
apertura del anillo E, paralelamente podemos observar la aparicion de dos sefiales de éster en 170
ppmy 171 ppm correspondientes a los acetatos en 16 y 3, por otra parte la sefial de C-3 se dezplaza
ligeramente a mayor frecuencia debido a la formacion del acetato, mientras que C-26 no se ve
afectado, comprobando la presencia del hidroxilo en este carbono.

22 CcHCOO-16 CHCOO-3
|
| | —_—
T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150
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16 3 26

T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
f1 (ppm)

Figura 93. Espectro de RMN de *C a 125 MHz de 299.
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Durante el desarrollo de la reaccidn, se observd la formacion de un subproducto, el cual despues
de ser aislado y caracterizado, se confirmd que se tratada del derivado anterior con un acetilo en
el hidroxilo de la oxima, lo se esperaba debido a la presencia de catalisis cida y Ac20 en el medio
de la reaccion, en el espectro de RMN de *H de este derivado se puede observar una gran similitud
con el derivado sin acetilar, con la Gnica diferencia de la aparicion de una nueva sefial de metilo
de acetato en 1.92 ppm, de igual manera en el espectro de RMN de *3C solo se observa una nueva
sefial en 172 ppm debido al nuevo grupo ester presente en este subprodcuto.

CH,COON-6
3

CH,COO-3
CH,COO-16
i CH,-19
CH-18
CH-27
CH,-21
H-26 "
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 0.6

f1 (ppm)

Figura 94.Espectro de RMN de *H a 500 MHz de 301.

22 AcO-6, 16, 3

| .

T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150
f1 (ppm)

6

3 26

m . —— -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14
f1 (ppm)

Figura 95. Espectro de RMN de *C a 125 MHz del oxo 26 OH de oxima de laxogenina.
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4.3.4 Diacetato de (25R)-26-hidroxi-6,22-dioxocolest-3,16B-diilo (300)

AcO

O

Figura 96. Diacetato de (25R)-26-hidroxi-6,22-dioxocolest-38, 1 65-diilo (300).

La obtencién de este derivado es eje central en el desarrollo del presente trabajo experimental,
debido a la actividad bioldgica como promotores de crecimiento vegetal, asi como su latente
potencial como anticancerigeno. Si bien la metodologia convencional indicaria realizar una
apertura directa sobre la laxogenina (122), al realizar esta reaccion se observé la formacion de dos
productos mayoritarios, el derivado 300 y su forma enol-acetilada (291), en proporciones muy
similares, lo que no disminuye considerablemente el rendimiento de la reaccion, si bien se exploro6
la hidrolisis de este derivado enolico, al momento de llevar a cabo esta reaccion se hidrolizaba los
acetilos en 3y 16 regresando el producto a la materia prima, por lo que con la finalidad de emplear
la metodologia de uso de oximas como grupo protector que se disefid, se observé que debido a la
presencia de grupos hidrolizables, la mejor opcion de reversibilidad era a pH=4 a temperatura
ambiente, obteniendo una conversion del 86 %, lo cual aumenta la disponibilidad de este producto
para sus estudios bioldgicos. Cabe destacar que al momento que se estudid la factibilidad de
obtener el derivado 300 a partir del derivado 301, observando de igual forma una alta conversion,
por lo que se decidio trabajar con la mezcla de los derivados 299 y 301, para obtener el producto
esperado, obteniendo una conversién neta del 85 %.

Por otro lado, para la caracterizacion del derivado 300, en el espectro de RMN de H podemos
observar que proactivamente el espectro no presenta cambios con respecto a la materia prima 299,
solo con ligeros cambios en las sefiales de H-5 y H-7 que se desplazan ligeramente a mejor
frecuencia debido al cambio de grupo funcional, al igual que se observa un desplazamiento en el
acetato previamente asignado al C-3, por lo que para corroborar si la asignacion aun es correcta,
al observar el espectro HMBC, podemos notar como uno de estos metilos correlaciona a 2 enlaces
con los carbonos de éster, confirmando la estuctura.
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Figura 97. Espectro RMN de *H a 500 MHz de 300.
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Figura 98. Espectro RMN HMBC de 300.

Con la ayuda del espectro de RMN de **C donde se observa un cambio significativo, debido a la
desaparicion de la sefial en 160 ppm correspondiente al carbono de oxima, y la reaparicion de la
sefial en 214 ppm caracteristica de la cetona en C-6, como se observo en la laxogenina previamente,
aungue de igual manera el resto de espectro conserva una gran similitud con el derivado 299.
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Figura 99. Espectro de RMN de *C a 125 MHz de 300.

Por otro lado, en el espectro de RMN de H del derivado enol-acetilado (291), podemos observar
como aparece una sefial en 2.05 ppm correspondiente a un nuevo grupo acetilo en la molécula, asi
mismo podemos observar como la region donde se habia observado a H-5 se ha visto modificada
con la insercion de una nueva sefial, la cual se debe ahora a los H-4, los cuales ahora son base de
vinilo, pero a menor frecuencia que los H-7, debido al cambio de ambiente quimico que presenta
la molécula en esta region.
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Figura 100.Espectro de RMN de *H a 500 MHz de 291.
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Por otra parte, en el espectro de RMN de *C podemos observar la presencia de tres sefiales en la
region de los ésteres, confirmando la formacion del enol acetilado, asi mismo en 154 ppm podemos
observar la aparicion de una sefial que corresponde al C-6 carbono vinilico base de oxigeno y en
124 ppm la sefial correspondiente a C-5, confirmando la formacion del doble enlace, asi mismo en
209 ppm podemos encontrar la sefial correspondiente al C-22 pero a mayor frecuencia no se
observa la sefial del C-6 de cetona, lo que indica que todo el producto se encuentra enolizado.
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Figura 101. Espectro de RMN de *3C a 125 MHz de 291.
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4.4 Evaluacion bioldgica de 122, 285, 297-300 como anticancerigenos.

El cancer es uno de los principales motivos de decesos tanto a nivel mundial como en el pais, sobre
todo en las mujeres, por lo que con la finalidad de evaluar compuestos obtenidos en el desarrollo
experimental como posibles nuevos agentes anticancerigenos, se procedio a trabajar con dos lineas
celulares de cancer de mama, la MCF-7, linea celular definida como c&ncer de mama tipo estandar,
siendo el mas comun encontrado como padecimiento a nivel mundial y, por otro lado se trabajé
con la linea MDA-MD-231, definido como cancer triple negativo, cancer con la caracteristica de
ser el mas nocivo y de dificil tratamiento, ya que no existe terapia efectiva en la actualidad contra
este tipo de cancer, siendo una oportunidad latente para la busqueda de nuevos agentes contra este
tipo de cancer.

Para el estudio se seleccionaron 6 compuestos esteroidales obtenidos durante el desarrollo de esta
tesis, los cuales fueron seleccionados con la finalidad de estudiar la importancia del grupo
hidroximino como potenciador del efecto citotoxico en un esteroide, en la figura 102 podemos
observar las estructuras seleccionadas, de los que se puede destacar que se analiza la presencia del
i-esteroide en el anillo A tanto en su forma cetonico como la oxima correspondiente, asi como la
forma libre de la laxogenina, y finalmente estudiar la importancia de la cadena lateral abierta al
momento de observar un efecto citotdxico.

Figura 102. Estructuras seleccionadas para el estudio citotoxico en cancer de mama.

4.4.1 Empleando cepas de cancer de mama linea MCF-7

En la figura 103 podemos observar el efecto de la concentracion con la proliferacion celular de
esta linea de cancer de mama, observando en primera instancia que los compuestos cetonicos con
el espiroacetal no muestran una actividad relevante a concentraciones menores a los 80 uM, en
cambio las oximas correspondientes muestran un ICso del orden de 80 uM, no fue destacable su
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actividad en esta linea celular; por otra parte los derivados 22-oxocolestanicos muestran un valor
de ICso en el orden de 10 uM, siendo mas bajo el de la oxima, por lo que se puede corroborar que
la presencia de las oximas en la estructura esteroidal, para esta linea celular potencia la actividad
como anticancerigeno.
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Figura 103. Estudio del ICs de los derivados esteroidales seleccionados.

Aunque al analizar el nimero de células en los compuestos con el espiroacetal se observé que aun
después de cumplir un ciclo celular durante el experimento no se observaba un cambio aparente
en el nimero de los mismos, por lo que se decidié estudiar estos compuestos a una concentracion
estandar de 40 uM pero ahora a diversos tiempos, observando que el ntimero de células se mantenia
constante, indicado esto que los compuestos cetdnicos son citostaticos, es decir, no matan células
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pero si evitan su proliferacién, el cual es el primer paso para que un compuesto se considere
citotoxico, por lo que se decidio estudiar a concentraciones mas altas como se observa en la figura
104 y para el caso del i-esteroide cetonico se observa un ICsg en el orden de 400 uM, que si bien
para fines practicos no es una dosis aceptable, demuestra el potencial latente de este tipo de

compuestos.

Analisis de efecto citostatico
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Figura 104. Estudio de proliferacion celular en funcion del tiempo.
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Figura 105. Estudio citotdxico de derivados espirostanicos cetonicos a concentraciones altas.
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4.4.2 Efecto en células cancerosas de mama MDA-MB-231.

Por su parte el estudio realizado en la linea celular MDA-MB-231, mostré resultados
completamente diferentes a los de su linea alterna, como se observa en la figura 106 los derivados
cetonicos espirostanicos muestran un valor de ICso del orden de 1 uM siendo potenciales agentes
anticancerigenos para su continuo estudio, debido a la baja dosis requerida para la obtencion del
efecto citotdxico, ademas cabe destacar que estos compuestos no fueron activos a estas dosis en la
otra linea celular, por lo que se puede especificar que son selectivas aun entre los diversos tipos de
cancer de mama, permitiendo entonces hablar de posibles terapias especificas para el tipo de cancer

presentado.
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Figura 106. Estudio del ICso de los derivados esteroidales seleccionados.
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Por su parte se observa que las oximas de los derivados cetdnicos espirostanicos tiene un valor de
ICs0 en el orden de 15 uM una dosis mayor que sus formas cetonicas, generando la hipétesis que
los receptores de muerte que activan cada grupo son diferentes, ademas se observé que a dosis
altas estos derivados aumentan la proliferacion celular de este tipo de cancer, lo que es indicativo
que las células metabolizan ahora estos esteroides en vez de las hormonas normalmente
biodisponibles, por lo que un estudio a mayores concentraciones como el que se observa en la
figura 107, nos permiti6 comprobar esto, mostrando que, a mayores dosis de este compuesto
aumenta la proliferacion de este tipo de células, lo que es indicativo de que lineas celulares
hormona-dependientes podrian ser suplementadas con este tipo de compuestos y asi aumentar su
produccidn; por otro lado en esta linea celular los derivados 22-oxocolestanicos no demostraron
actividad aparente ni como citostaticos, porque la poblacién aumento exponencialmente como
normalmente sucede en una linea celular.
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Figura 107. Estudio a dosis altas de las oximas esteroidales como promotores de la proliferacion celular.

4.5 Evaluacién biologica de 291 y 300 como promotores de crecimiento vegetal.

La mejora en la produccion de alimentos de primera necesitad es una de las ramas de investigacion
maés explotada, ademas de la médica, como se observé en los antecedentes, los esteroides han
demostrado gran importancia como fuente de nuevos promotores de crecimiento vegetal, si bien
en un inicio se trabjajaba con esteroides obtenidos directamente de fuentes naturales, como la
brasinolida, en la actualidad se buscan analogos sintéticos a estos, que permitan una mayor
disponibilidad y los mismos 0 mejores efectos que los brasinoesteroides ya conocidos, por lo que
se decidio trabajar con algunos derivados 22-oxocolestanicos mediante el ensayo de inclinacion
de lamina de arroz, utilizando como control positivo homobrasinolida (brasinoesteroide
comercial), utilizando dos variedades de arroz Morelos el AO8 y el AO06, arroz mexicano
previamente estandarizado para su empleo en esta técnica, observando que el Morelos A06 es un
cultivo menos sensible, obteniendo angulos entre 26 ° a 79 °, como se observa en la figura 108, en
cambio con el Morelos A08 se encontraron angulos en el orden de 180 °, como se observa en la

figura 109.
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Figura 109. Ensayo de inclinacion de 1&mina de arroz con variedad Morelos A08

En el caso del Morelos A06 podemos observar como el compuesto endlico muestra un valor de
70° a una concentracion de 50 pg/L mayor que el blanco pero aun no mejor que la HB que presenta
un valor de 79 ° a esta concentracion, en cambio el derivado 22-oxocolestanico de laxogenina a
una concentracion de 0.5 pg/L se observa un valor de 76 °© mucho mayor que la HB a esta
concentracion, la cual muestra un valor de 49°, indicando que este nuevo derivado es mejor
promotor de crecimiento vegetal que la HB a esta concentracion, ademas de que esta concentracién
es mas baja que la normal de aplicacion en el caso de la HB, ademas de que este compuestos es de
mas facil acceso que la HB.
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Por otro lado para el Morelos A08, el cual demostré ser un cultivo mucho mas sensible, de nuevo
el compuesto 22 oxocolestanico de laxogenina a una concentracion de 5 ug/L mostro un valor de
171 ° siete unidades mas que la HB; por otro lado el derivado endlico a una concentracion de 50
ug/L mostro un valor de 176 ° seis grados mas que la HB, pero cabe destacar que esta
concentracion ya se considera alta para su aplicacion, debido a que la relacion costo beneficio se
veria comprometida al aumentar tanto la dosis de los nuevos promotores de crecimiento vegetal,
por lo que el derivado 22 oxocolestanico de laxogenina, es el idéneo para continuar con un estudio
a nivel invernadero, asi como con otras especies de interés agronémico.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Equipos, técnicas y materias primas utilizadas.
5.1.1 Equipos y técnicas de identificacion.
» Punto de fusion

Los puntos de fusién fueron determinados en un equipo Melt Temp, mediante rampas de
temperatura de 10 °C/min y 1°C/min por la técnica de capilar abierto y no fueron corregidos.

> Rotacion dptica

La desviacién 6ptica fue medida en un polarimetro compacto modular MCP100 con celda de 10
cm de longitud y una longitud de emision de 589 nm (emision del Na) a temperatura constante de
25 °C, en solucion de cloroformo o metanol segin su solubilidad y se presenta como rotacién
Optica especifica.

> Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 500 MHz se obtuvieron en el equipo Bruker
para la obtencion de experimentos de 1D (1H, 13C y DEPT) y 2D (COSY, HMBC, HSQC,
NOESY), utilizando cloroformo deuterado contendiendo tetrametilsilano como referencia interna.
Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm (3), las constantes de acoplamiento (J) se
expresan en Hertz (Hz).

» Espectroscopia de infrarrojo

Para la obtencion de los espectros de IR se utiliz un equipo Agilent Cary 630 FTIR, con interfases
ATR con punta de diamante para sélidos y DIAL PATH para liquidos, la ubicacién de las bandas
de transmitancia se expresa en nimero de onda v (cm™).

> Espectrometria de masas

Para la obtencion de los datos de masa molecular exacta y espectros de masas se utilizé un equipo
Jeol, expresando los espectros en % abundancia relativa vs relacion masa carga, para los resultados
de masas de alta resolucion se expresa con exactitud de 4 cifras decimales.

5.1.2 Técnicas de purificacion
» Cromatografia en capa fina

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 Xitra SIL F2s4 de Macherey-Nagel, Alemania 'y como
fase movil sistemas de elucion de hexano/ acetato de etilo. Para su revelado se empled luz
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ultravioleta de onda corta (254 nm, lampara de UV) y por tratamiento con acido sulfarico al 50%
con posterior calcinacion de las placas.

» Cromatografia en columna

Para la cromatografia en columna, se emple6 gel de silice de 230-400 mallas MN Kieselgel 60 de
Macherey-Nagel, Alemania, de acuerdo a la técnica “flash” utilizando un sistema de eluyente de
hexano/acetato de etilo con polaridad creciente.

5.1.3 Materias primas
» Diosgenina

HO

Figura 110. Estructura de 4.

La diosgenina (4) figura 110 se caracterizé por metodo fisicos y espectroscopicos, los datos fueron
comparados con los reportados en la literatura. [55]

Caracterizacion.

Formula molecular: C27H4203, P.M.: 414.62, Polvo amorfo, p.f. 199-200 °C, ap = -129 ° (CHCl;,
¢ =1.0), IR: 3650 cm™ O-H, 2869 cm™ CHs, 1374 cm™ C-O, [M+H]= 415.6258, calcu: 414.6206

RMN H

8: 5.35 (1H, dt, Jo.7= 5.4, Jeu= Jo.6=2.0 Hz, H-6), 4.41 (1H, ddd, Ji6.152=7.6 Hz, J16.15¢ = 6.4 Hz,
Ji6.17= 8.7, H-16), 3.52 (1H, ma, H-3), 3.48 (1H, m, , H-26e), 3.37 (1H, dd, Jgem= Jsa.25:=10.8Hz,
H-26a), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, Ja120= 7.2 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, d, J27-25=6.4 Hz,
CH3-27), 0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN 3C

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8),
50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-15), 80.8 (C-
16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-22), 31.3 (C-23),
28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).
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» Acetato de hecogenina (294)

Figura 111. Estructura de 294.

El acetato de hecogenina (294) figura 111 se caracterizd por método fisicos y espectroscépicos,
los datos fueron comprados con los reportados en la literatura. [55]

Caracterizacion.

Formula molecular: C29Ha40s, P.M.: 472.66, Polvo amorfo, p.f. 205-207 °C, ap =-13.4 ° (CHCl3,
¢ =1.0), IR: 2957 (CH), 1727 (AcO), 1223 (C-0O), [M+H]=473.3167, calc: 472.3189

RMN H

8: 4.67 (LH, ma, H-3), 4.35 (1H, m, H-16), 3.46 (1H, ddd, Jgem=10.8, Jage.255= 4.4 Jose-24= 2.4 Hz,
H-26¢), 3.35 (1H, dd, Jgem= Josa.25a=10.8Hz, H-26a), 2.51 (1H, m, H-11), 2.01 (3H, s, CHsCOO-
3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, Jo1.20= 7.2 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27),
0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN 13C

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10),
20.8 (C-11), 210.9 (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), 170.9 (CHsCOO-3)
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» 5a-colestanol (296)

Figura 112. Estructura de 296.

El colestanol (296) figura 112 se caracterizd por método fisicos y espectroscopicos, los datos
fueron comprados con los reportados en la literatura. [55]

Caracterizacion.

Formula molecular: C27H4g0s, P.M.: 388.67, Polvo amorfo, p.f. 172-173 °C, ap = -38 ° (CHCls,
¢ =1.0), IR: 3478 (O-H), 2975 (CH) cm*

RMN H

8 (300 MHz): 3.51 (1H, m, H-3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21.20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79
(3H, s, CHs- 18), 0.70 (6H, d, Jas.27= 7.2 Hz CHs- 27).

RMN 13C

8 (75 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-7),
31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-
15), 31.5 (C-16), 35.8 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 15.8 (C-22),
31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 19.4 (C-26).
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5.2 Optimizacion de la obtencion de laxogenina.
5.2.1 Acetato de diosgenina (21)

AcO

Figura 113. Estructura de 21.

A una solucion de 2.0 g (4.82 mmol) de diosgenina (4) en 10 mL de anhidrido acético (106 mmol)
se coloco 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 NaHCO3z (2x25 mL) y
posteriormente con agua destilada (2x25 mL). Se obtuvo 1.87 g (85%) de un solido blanco
correspondiente a 21.

Caracterizacion.

Formula condensada: C29H4404, P.M= 456.66, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento 85%.
[a]p= -122° (CHCls, ¢ =1.0) IR: 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-0) cm™?, [M+H]= 457.3238,
calc: 456.3240

RMN H

8(500Hz): 5.37 (1H, d, Jo.7= 5.2 Hz, H-6), 4.60 (1H, m, H-3), 4.41 (LH, m, H-16), 3.47 (1H, ddd,
Jgem=10.95 Hz, Joge-25a= 4.48 Hz J6e-24e= 2.06 Hz, H-26€), 3.37 (1H, dd, Jgem= J26a-252=10.8Hz, H-
26a), 2.03 (3H, s, CH3COO0-3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79
(3H, d, J27-25=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN 13C

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8),
50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-15), 80.8 (C-
16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-22), 31.3 (C-23),
28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 170.4 (CHsCOO-3), 21.4 (CHsCOO-3).
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5.2.2 Acetato de (25R)-5p,6B-epoxi-5p-espirostan-3p-ilo (279)

O

N
S
S

AcO

O

Figura 114. Estructura de 279.

A una solucion de 500 mg (1.1 mmol) de 21 en 20 mL de CH2ClI; fue afiadida una mezcla de 2.0
g (12.65 mmol) de KMnOs, 1.0 g (2.5 mmol) de Fez(SO4)3, 0.2 mL de H.O y 5 mL de CHCly, la
solucion se colocd en agitacidn magnética a temperatura ambiente y se afiadio 0.5 mL de t-BuOH,
después de 30 min, la mezcla de reaccion se filtré por una capa de gel de silice para retirar el
oxidante, se afiadié 30 mL de CH.CI, para terminar de eluir, el crudo filtrado es lavado con agua
(2x25 mL), secado con Na,SO4 y evaporado para obtener 425 mg (85%) de un polvo blanco
correspondiente al compuesto 279.

Caracterizacion.

Formula condensada: C29H440s, P.M= 472.66, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento 85%.
[a]po= -111.3° (CHClIs, ¢ =1.0) IR: 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm™. [M+H]: 473.3178
calc: 472.3189.

RMN H

5 (500 MHz): 4.76 (1H, m, H-3), 4.32 (1H, m, H-16), 3.49 (1H, dd, Jase-26a=10.9 Hz, Jage.25 = 5.6
Hz, H-26, ), 3.35 (1H, dd, Jaga-26e = 10.9 Hz, Jasa-25 = 6.5 Hz, H-265), 3.09 (1H, m, H-6), 2.04 (3H,
s, CH3CO2-3), 1.08 (3H, d, Jar.20 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, Ja7.25 = 6.8 Hz, CHs-27), 0.88
(3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 61.5 (C-5), 60.0 (C-6), 32.0 (C-7),
31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-
15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-22),
31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 170.4 (CHsCOO-3), 21.4
(CH3COO-3)
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5.2.3 Acetato de (25R)-5-bromo-63-hidroxi-5a-espirostan-3p-ilo (283)

OH 283

Figura 115. Estructura de 283.

A una solucién de 482 mg (1.02 mmol) de 270, en 20 mL de CH.ClI>, se le afiadieron 5 mL de HBr
al 47 % y se agito vigorosamente por 15 min. El crudo de reaccién fue neutralizado con una
solucion saturada de NaHCO3z (3x30 mL); posteriormente fue lavado con agua (2x25 mL), secado
con NaxSOs y evaporado para obtener 508 mg (90%) de un polvo ligeramente verdoso
correspondiente al compuesto 283, el cual fie purificado por cromatografia en columna tipo
“flash”, obteniendo un polvo ligeramente amarillo.

Caracterizacion.

Formula condensada: C29H440sBr, P.M= 553.57, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento 90%.
[a]p= -122° (CHCI3, ¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-O) cm™. [M+H]:
553.2468 Calc.: 552.2450

RMN H

5 (500 MH2): 4.76 (LH, m, H-3), 4.42 (LH, m, H-16), 4.2 (1H, m, H-4), 3.58 (1H, dd, Jase-26:=10.9
Hz, Joee-25 = 5.6 Hz, H-26¢ ), 3.48 (1H, dd, J26a-26e = 10.9 Hz, J26a-25 = 6.5 Hz, H-26,), 3.18 (1H, m,
H-6), 2.42 (1H, m, H-7), 2.04 (3H, s, CH3CO-3), 1.08 (3H, d, J21-20 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H,
d, J27.25 = 6.8 Hz, CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 42.5 (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 (CHsCOO-3), 21.4
(CH3COO0-3)
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5.2.4 Acetato de (25R)-5-bromo-6-oxo-5a-espirostan-3p-ilo (281)

O
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=
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=

AcO

Figura 116. Estructura de 281.

A una solucion de 512 mg (0.92 mmol) de 283 en 20 mL de CH2Cl; se enfrio a 0 °C y fue afiadido
3 mL de reactivo de Jones, se mantuvo 30 min en agitacion constante a temperatura ambiente, el
crudo fue filtrado por una capa de gel de silice para retirar el exceso de oxidante, se agregd 30 mL
de CHCI, para terminar de eluir, posteriormente es lavado con agua (2x25 mL), secado con
Na>S0s y evaporado para obtener 434 mg (85%) de un polvo verde correspondiente al compuesto
281.

Caracterizacion.

Formula condensada: C29H4305Br, P.M= 551.55, punto de fusion: 230-233 °C, rendimiento 85%.
[o]o= -98.5° (CHClIs, ¢ =1.0) IR: 2947 (CH), 1690 (CO), 1737 (AcO), 1243 (C-0) cm™. [M+H]:
551.2295, [M+2+H] 553.2278: Calc.: 550.2294

RMN H

5 (500 MHz): 4.76 (1H, m, H-3), 4.42 (LH, m, H-16), 4.2 (1H, m, H-4), 3.59 (1H, dd, J2se-26:=10.9
Hz, Jase-25 = 5.6 Hz, H-26¢ ), 3.48 (1H, dd, Josa.z6e = 10.9 Hz, Jo6a25 = 6.5 Hz, H-265), 2.4 (1H, m,
H-7), 2.04 (3H, s, CH3CO,-3), 1.08 (3H, d, Ja1-20 = 7.1 Hz, CHs-21), 0.97 (3H, d, Ja7-25 = 6.8 Hz,
CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 42.5 (C-5), 212.5 (C-6), 32.0 (C-7),
31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-
15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-22),
31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 170.4 (CHsCOO-3), 21.4
(CH3COO-3)
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5.2.5 Acetato de laxogenina (280)

O

Figura 117. Estructura de 280.

A una solucién de 490 mg (0.89 mmol) de 281 en 20 mL de AcOH se fue afiadido 0.3 g de Zn en
malla, se mantuvo 45 min en agitacion constante a reflujo, el crudo fue filtrado para retirar el metal,
se neutralizo con una solucion saturada de NaHCO3z (3x15 mL), se extrajo con 30 mL de CH2Cl,
posteriormente es lavado con agua (2x25 mL), secado con Na2SO4 y evaporado el disolvente para
obtener 386 mg (92%) de un polvo blanco correspondiente al compuesto 280.

Caracterizacion.

Formula condensada: C29H44Os, P.M= 472.66, punto de fusion: 223-224 °C, rendimiento 92%.
[0]o= -129° (CHClIs, ¢ =1.0) IR: 3456 (CH) 2947 (CH), 1690 (CO), 1243 (C-O) cm™. [M+H]:
472.3178, Calc.: 472.3189

RMN H

5 (500 MHz): 4.66 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 3.47 (1H, dd, J26e.26:=10.9 Hz, Jage.25 = 5.6
Hz, H-26¢ ), 3.3 (1H, dd, Jasa-2se = 10.9 Hz, Jaga-2s = 6.5 Hz, H-265), 2.35 (1H, m, H-7e), 2.26 (1H,
dd, Js4a = 12.6 Hz, Js4e = 3.1 Hz) H-5), 2.04 (3H, s, CHsCO,-3), 1.08 (3H, d, Jo1.20 = 7.1 Hz,
CH3-21), 0.97 (3H, d, Jo7.25 = 6.8 Hz, CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 42.5 (C-5), 210.3 (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), 170.6 (CHsCOO-3), 21.4
(CH3COO0-3)
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5.2.6 Tosilato de diosgenina (284).

TsO

Figura 118. Estructura de 284.

A una solucién de 2.0 g (4.82 mmol) de 4 en 20 mL de piridina seca se fue afiadido 1.0 g (18.5
mmol) de TsCI, se mantuvo 4 h en agitacion constante a temperatura ambiente, la piridina fue
evaporada a presion reducida, el crudo se extrajo con éter etilico (2x15 mL) y lavd con agua (2x25
mL), posteriormente se secé con Na>SQO4 y evapord el disolvente para obtener 2.52 g (92%) de un
polvo blanco correspondiente al compuesto 284.

Caracterizacion.

Formula condensada: CzsH4s0sS, P.M= 472.66, punto de fusién: 174-175 °C, rendimiento 92%.
[a]p= -93.5° (CHCIs, ¢ =1.0) IR: 2947 (CH), 1558 (Ar), 1243 (C-O) cm™. [M+H]: Observado:
473.3207. Calc.: 472.3189

RMN H

d (500 MHz): 7.81 (2H, d, Jm-0=8.32 Hz, mH-Ar-3), 7.35 (2H, d, Jom=8.32 Hz, mH-Ar-3), 5.31
(1H, m, H-6), 4.41 (1H, m, H-16), 4.32 (1H, tt, J3-2e= J34e=4.74 Hz, J3-2a = J3.4a = 11.5 Hz, H-3),
3.49 (1H, dd, J26e-26a=10.9 Hz, Joge-25 = 5.6 Hz, H-26¢ ), 3.38 (1H, dd, J26a-26e = 10.9 Hz, J2a-25 =
6.5 Hz, H-26,), 2.49 (3H, s, pCH3Ar-3), 2.43(1H, m, H-4a), 2.29 (1H, ddd, Jgem = 13.76 Hz, Jse-3
= 4.74 Hz, Jae-2e = 2.1 Hz, H-4e), 1.08 (3H, d, J21.00 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, J27.25 = 6.8
Hz, CHs-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

RMN 3C

5 (125 MHz): 144.1 (pAr-3), 134.6 (iAr-3), 129.8 (0Ar-3),127.6 (mAr-3), 37.2 (C-1), 31.4 (C-2),
80.7 (C-3), 42.2 (C-4), 138.8 (C-5), 123.3 (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), 82.0 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-
18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.14 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25),
66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 21.4 (CHsCOO-3)
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5.2.7 (25R)-3qa,5-ciclo-5a-espirostan-64-ol (278)
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Figura 119. Estructura de 278.

A una solucién de 2.2 g (3.87 mmol) de 284 en 30 mL de solucion de H2O/Acetona (20/80) fue
afiadido 1.0 g (12.5 mmol) de AcOK, se mantuvo 5 h en agitacion constante a reflujo, la acetona
fue evaporada a presion reducida, el crudo se extrajo con acetato de etilo (2x15 mL) y lavé con
agua (2x25 mL), posteriormente fue secado con Na>SOs y retirado el disolvente para obtener 1.43
mg (89%) de un polvo blanco correspondiente al compuesto 278.

Caracterizacion.

Formula condensada: C27H4202, P.M= 414.62, punto de fusion: 166-167°C, rendimiento 89%.
[a]o=-85° (CHCls, ¢ =1.0) IR: 3473 (OH), 2947 (CH), 1444 (C-O) cm™. [M+H]: 415.3128, Calc.:
414.3134

RMN H

5 (500 MHz):4.33 (1H, m, H-16), 3.41 (1H, dd, Jase-26a=10.9 Hz, Joee-25 = 5.6 Hz, H-26), 3.32 (1H,
dd, Josazee = 10.9 Hz, Jagazs = 6.5 Hz, H-26), 3.20 (1H, t, Jo.7=2.91HZ, H-6), 1.95 (1H, m, H-4e)
(3H, s, CH3CO2-3), 1.08 (3H, d, Jar.20 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, Jo7.25 = 6.8 Hz, CH3-27),
0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CHs-19), 0.73 (1H, dd, Jsase = Jaas = 4.8, H-4a)

RMN 3C

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 45.8 (C-3), 42.2 (C-4), 42.5 (C-5), 74.0 (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), 81.5 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.5 (C-22),
31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).
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5.2.8 (25R)-3a,5-ciclo-5a-espirostan-6-ona (285)

@)
Figura 120. (25R)-3a,5-ciclo-5a-espirostan-64-ol (285).

A una solucion de 1.8 g (4.34 mmol) de 278 en 30 mL de CH2Cl; fue afiadido 5 mL de reactivo de
reactivo de Jones, la reaccion se mantuvo 30 minutos en agitacion constante a temperatura de 0
°C, el crudo fue filtrado por una capa de gel de silice para retirar el oxidante y se afiadié 30 ml de
CH2Cl; para terminar de eluir, posteriormente se lavo con agua (2x25 mL), sec6 con NaxSOs y
evapord el disolvente para obtener 1.52 g (85%) de un polvo blanco correspondiente al compuesto
285.

Caracterizacion.

Formula condensada: C27H4003, P.M= 412.30, punto de fusion: 183-184 °C, rendimiento 85%.
[o]o= -49.5° (CHCls, ¢ =1.0) IR: 2947 (CH), 1674 (CO), 1064 (C-O) cm™. [M+H]: 413.2968,
Calc.: 412.2977

RMN H

5 (500 MHz): 4.41 (1H, m, H-16), 3.47 (1H, ddd, J2eec.22 = 2.0 Hz, Josec 25 = 4.4 Hz, Jgem = 10.8 Hz,
H-26¢), 3.36 (1H, dd, Jasazs = Jgem = 10.8 Hz, H-26ax), 2.46 (1H, dd, Jzec 7ax = 16.4 Hz, J7ece = 4.4
Hz, H-7e), 2.11 (1H, m, H-8), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.98 (3H, d, Ja1.20 = 6.8 Hz, CH3-21), 0.83
(3H, s, CHs-18), 0.79 (3H, d, J27.25 = 6.4 Hz, CH3-27), 0.73 (1H, dd, Jaase = Jaas = 4.8, H-4a).

RMN 3C

33.5 (C-1), 25.9 (C-2), 35.5 (C-3), 11.8 (C-4), 46.8 (C-5), 208.9 (C-6), 44.9 (C-7), 34.3 (C-8), 46.1
(C-9), 40.7 (C-10), 22.7 (C-11), 39.8 (C-12), 46.3 (C-13), 56.7 (C-14), 31.6 (C-15), 80.5 (C-16),
62.0 (C-17), 16.6 (C-18), 19.9 (C-19), 41.7 (C-20), 14.6 (C-21), 109.2 (C-22), 31.4 (C-23), 28.8
(C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.2 (C-27).
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5.2.9 Laxogenina (122).

(0]
Figura 121. Estructura de 122

» Meétodo A

En un matraz balén de 250 mL con 30 ml de una solucién de KOH al 10 % en etanol se afiadio
500 mg (1.06 mmol) del acetato de Laxogenina y se dejé en agitacion constante a temperatura de
45 °C durante una hora, posteriormente se neutralizo en exceso de KOH con una solucién de HCI
1.0 N y se procedio a retirar el etanol por destilacion a presion reducida; el solido obtenido se
disolvié en 30 mL de CH2Cl, y lavo con agua destilada (2x20 mL), se secé con Na2SQO4 y concentrd
para obtener 387 mg (92%) de un polvo blanco correspondiente a la laxogenina.

» Meétodo B

Una solucién de 1.5 g (3.64 mmol) del i-esteroide ceténico (285) en 30 mL de dioxano se afiadio
1 mL de Agua destilada y 0.2 mL de H>SO4 concentrado se dejo en agitacion constante a reflujo
por 30 minutos. Posteriormente se neutralizé el acido con 10 mL de una solucion saturada de
NaHCOs, se procedio a retirar el dioxano por destilacion simple, el solido obtenido fue filtrado al
vacio y lavado con agua destilada (2x50 mL). El sélido fue purificado en columna cromatografica
con gel de silice como fase estacionaria y como fase mdvil un sistema 5:5 (hexano: acetato de
etilo), para obtener 1.46 g (65%) de un polvo blanco correspondiente a la laxogenina (122).

Caracterizacion.

Formula condensada: C27H4204, P.M= 430.62, punto de fusion: 210-211 °C, [a]p= -86° (CHCls,
¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1690 (CO) cm™. [M+H]: 431.3087, Calc.: 430.3083

RMN H

5 (500 MHz):4.41 (1H, m, H-16), 3.57 (1H, m, H-3), 3.47 (1H, dd, J26e-26:=10.9 Hz, Jase.25 = 5.6
Hz, H-26¢ ), 3.36 (1H, dd, Jasa-2se = 10.9 Hz, Josazs = 6.5 Hz, H-264), 2.35 (1H, dd, Jgem = 8.54 Hz,
Jras = 2.27 Hz, H-Te), 2.2 (1H, m, H-5), 1.98 (1H, d, Jgem = 8.54 Hz, H-7a), 1.08 (3H, d, J21.20 =
7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, Ja7.25 = 6.8 Hz, CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CHs-
19).
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RMN 13C

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 45.8 (C-3), 42.2 (C-4), 42.5 (C-5), 210.5 (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), 21.4 (CHsCOO-3)

5.2.10 Proceso semi-continuo Ruta A.

O

Esquema 50. Obtencién de 122 mediante epoxidacion estereoselectiva.

En un matraz balén de 500 mL con 5.0 g (12.06 mmol) de diosgenina se agregaron en 25 mL de
Ac20 y colocaron a reflujo durante 1h; posteriormente a 45 °C la solucion fue agregada en agua
fria, obteniendo un sélido blando, el cual se filtr6 a vacio, y fue re-disuelto en 50 mL de CH.Cl, y
afiadio 10 g de mezcla oxidante de KMnOs y Fe2(SO4)s (29/3g) como suspension en 30 mL de
CH2Cl2, 1 mL de agua y 0.5 mL de t-BuOH, se dej6 en agitacion durante 1 h, posteriormente se
filtré el crudo de reaccidn por una mezcla de gel de silice con Na;SO4 para retirar el oxidante y el
agua, se continuo extrayendo con 50 mL de CH2Clz, en la parte inferior del embudo se colocd un
matraz con 10 mL de HBr (47 %) con agitacién constante durante 1 h, posteriormente a la mezcla
de reaccién se le afiadié una solucion de 3 g de CrOsen 10 mL de agua, dejando la reaccion durante
45 minutos. Posteriormente el crudo de reaccion se filtrd con una capa de gel de silice para retirar
el oxidante, el crudo obtenido se lavé con una solucidn de saturada de NaHCO3 (2x30 mL) y con
agua destilada (2x15 mL), se secé con Na2SO4 y concentro a presion reducida, se afiadieron 50
mL de AcOH al crudo obtenido y 1 g de Zn en virutas, se colocd la reaccion a reflujo durante 2 h,
pasado este tiempo se afiadié 50 mL de una solucion de KOH al 10 % y dejo en agitacion durante
15 minutos, al crudo obtenido se extrajo con CH2Cl. y seco con NaxSOg, el crudo obtenido se
purifico por columna cromatogréafica con gel de silice como fase estacionaria y como fase mavil
sistema 5:5 (hexano: acetato de etilo) para obtener 3.22 g (62 %) de un polvo blanco
correspondiente a la laxogenina.
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5.2.11 Proceso semi-continuo Ruta B.

O
Esquema 51. Obtencion de 122 via un i-esteroide.

5.0 g (12.06 mmol) de diosgenina fueron disueltos en 15 ml de piridina y se afiadi6 3.0 g (15.8
mmol) de TsCl, se dejé en agitacidn constante durante 4 h, posteriormente se redujo a 2/3 partes
del solvente y afiadié 100 mL de una solucion de acetona/ H.O (80/20) y coloco a reflujo durante
2 h, posteriormente a la mezcla de reaccion se le afiadié 5 mL de reactivo de Jones disueltos en 50
mL de CH2Cl.y dejo en agitacion constante durante 15 min, posteriormente se neutralizo el exceso
de oxidante con isopropanol hasta tener una tonalidad verde, se filtro el precipitado y se evaporo
el solvente organico de la mezcla de reaccidn, se filtr obteniendo un precipitado amarillo el cual
se disolvio en 50 mL de AcOH, se coloco la reaccion a reflujo durante 4 h, posteriormente se
afiadio 50 ml de una solucién de KOH al 10 % y dejo en agitacion durante 15 min, al crudo
obtenido se extrajo con CH2Cl2 y seco con NazSOs, el crudo obtenido se purifico por columna
cromatografica con gel de silice como fase estacionaria y como fase movil sistema 5:5 (hexano:
acetato de etilo) para obtener 3.74 g (72 %) de un polvo blanco correspondiente a la laxogenina.
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5.3 Empleo de las oximas como grupo protector.
5.3.1 5a-colestanona (292)
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Figura 122. Estructura de 292.

Una solucién de 2.0 g (5.15 mmol) de colestanol en 30 mL de CH2ClI; se enfrio a 0 °C y afiadio
gota a gota 2 mL de Reactivo de Jones sin dejar que la temperatura sobrepasara los 10 °C, se dej6
en agitacion durante 30 min, posteriormente se filtrd por una capa de gel de silice para retirar el
oxidante, el crudo se lavo con agua destilada (2x 30 mL) y sec6 con Na>SO4 para obtener un 1.79
g (90 %) de un solido blanco que corresponde a la colestanona (292).

Caracterizacion.

Formula condensada: Co7H160, P.M= 386.65, punto de fusion: 172-173 °C, [a]o= -23° (CHClI;,
¢ =1.0) IR: 2957 (CH), 1602 (CO), cm™.

RMN H

d (300 MHz): 2.26 (2H, m, H-2a y H-4a), 2.01 (2H, m, H-2e y H-4e), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97
(3H, d, J21-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, s, CHs- 18), 0.70 (6H, d, J25.07= 7.2 Hz CH3- 27).

RMN 3C

8 (75 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 212.2 (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), 31.5 (C-16), 35.8 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 15.8 (C-22),
31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 19.4 (C-26).
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5.3.2 Oxima de Sa-colestanona (293)
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Figura 123. Estructura de 293.

Se disolvieron 500 mg (1.29 mmol) de 292 en 20 ml de etanol, posteriormente se afiadié 200 mg
(2.4 mmol) de NH2OH-HCI y 180 mg de AcOK, la mezcla de reaccion se coloco a reflujo durante
2 h, posteriormente se retird el etanol por destilacion a presion reducida el solido obtenido se
disolvio en CH2Clz y lavo con agua destilada (2x25 mL), se sec6 con Na>SOa y se concentrd a
presion reducida, obteniendo 493 mg (95 %) de un solido blanco que corresponde a la oxima de
Sa-colestanona (293).

Caracterizacion.

Formula condensada: C27H47ON, P.M= 401.67, punto de fusion: 175-176 °C, [a]p=-26° (CHCl3,
¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1560 (CN), 1243 (C-O) cm™.

RMN H

d (300 MHz): 2.26 (2H, m, H-2a y H-4a), 2.01 (2H, m, H-2e y H-4e), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97
(3H, d, J21-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, s, CHs- 18), 0.70 (6H, d, J25.27= 7.2 Hz CH3- 27).

RMN 3C

8 (75 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 152.5 (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), 31.5 (C-16), 35.8 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 15.8 (C-22),
31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 19.4 (C-26).
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5.3.3 Hidrolisis de la oxima de 5a-colestanona.
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Esquema 52. hidrdlisis de oxima 293.

Se disolvieron 480 mg (1.2 mmol) de la oxima de colestanona (292) en 20 ml de etanol,
posteriormente se afiadid una solucion buffer a pH=4 y coloco la mezcla a reflujo durante 1 h,
posteriormente se retird el etanol por destilacién a presion reducida el solido obtenido se filtr6 a
presion reducida y lavd con 50 mL de agua destilada obteniendo 416 mg (90 %) de un sélido
blanco que corresponde a la colestanona (292).

Caracterizacion.

Formula condensada: Co7Hs60, P.M= 386.65, punto de fusion: 172-173 °C, [a]o= -23° (CHClI3,
¢ =1.0) IR: 2957 (CH), 1602 (CO), cm™.

RMN H

d (300 MHz): 2.26 (2H, m, H-2a y H-4a), 2.01 (2H, m, H-2e y H-4e), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97
(3H, d, J21-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, s, CH3- 18), 0.70 (6H, d, J25.27= 7.2 Hz CH3- 27).

RMN 3C

8 (75 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 212.2 (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), 31.5 (C-16), 35.8 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 15.8 (C-22),
31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 19.4 (C-26).
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5.3.4 Oxima del acetato de hecogenina (295)
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Figura 124. Estructura de 295.

Se disolvieron 500 mg (1.1 mmol) de acetato de hecogenina (294) en 20 ml de etanol,
posteriormente se afiadio 200 mg (2.4 mmol) de NH.OH-HCI y 180 mg de AcOK, la mezcla de
reaccion se coloco a reflujo durante 2 h, posteriormente se retird el etanol por destilacion a presion
reducida el solido obtenido se disolvié en CH2Cl> y lavd con agua destilada (2x25 mL), se seco
con NaS04 Yy se concentrd a presion reducida, obteniendo 464 mg (90 %) de un sélido blanco que
corresponde a la oxima del acetato de hecogenina (295).

Caracterizacion.

Formula condensada: C29HssOsN, P.M= 487.67, punto de fusion: 305-307 °C, [a]p= -15.8°
(CHCI3, ¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2937 (CH), 1590 (CO), 1243 (C-O) cm™*. [M+H]: 488.3288. Calc.:
487.3298

RMN H

d: 4.67 (1H, ma, H-3), 4.35 (1H, m, H-16), 3.46 (1H, ddd, Jgem=10.8, Joee-250= 4.4 J26e-24e= 2.4 Hz,
H-26€), 3.35 (1H, dd, Jgem= Jaa252=10.8Hz, H-26a), 2.51 (1H, m, H-11), 2.01 (3H, s, CHsCOO-
3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21-20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27-25=6.4 Hz, CH3-27),
0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN 13C

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10),
20.8 (C-11), 164.9 (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), 170.9 (CHsCOO-3)
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5.3.5 Hidrdlisis de la oxima de acetato de hecogenina.
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Esquema 53. hidrolisis de la oxima 295.

Se disolvieron 460 mg (0.94 mmol) de la oxima 295 en 20 ml de etanol, posteriormente se afiadio
una solucion buffer a pH=4 y coloco la mezcla se dejé en agitacion constante durante 3 h,
posteriormente se retird el etanol por destilacion a presion reducida el sélido obtenido se filtr6 a
presion reducida y lavé con 50 mL de agua destilada obteniendo 423 mg (92 %) de un soélido
blanco que corresponde al acetato de hecogenina (294).

Caracterizacion.

Formula molecular: C29H440s, P.M.: 472.66, Polvo amorfo, p.f. 205-207 °C, ap = -13.4 ° (CHCls,
c=1.0), IR: 2957 (CH), 1727 (Ac0O), 1223 (C-0), [M+H]=473.3167, calc: 472.3189

RMN H

8: 4.67 (1H, ma, H-3), 4.35 (1H, m, H-16), 3.46 (1H, ddd, Jyem=10.8, Jage.255= 4.4 Jose-24= 2.4 Hz,
H-266), 3.35 (1H, dd, Jgem= Jasa.25a=10.8Hz, H-26a), 2.51 (1H, m, H-11), 2.01 (3H, s, CHsCOO-
3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, Jo1.20= 7.2 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, d, J27.25=6.4 Hz, CH3-27),
0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN 13C

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10),
20.8 (C-11), 210.9 (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), 170.9 (CHsCOO-3)
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5.3.6 Metodologia General del uso de oximas como grupo protector en esteroides.
» Método A. Compuestos sin grupos hidrolizables.

A una solucion de 2 mmol de la oxima del esteroide en 20 ml de etanol, se afiade 25 ml de una
solucion buffer a pH=4 y se coloca a reflujo durante 1 h, posteriormente se retira el etanol por
destilacion generando la precipitacion del esteroide cetonico, el cual es filtrado al vacio y lavado
con 100 ml de agua destilada, obteniendo el esteroide cetdnico con una pureza alrededor del 95 %.

» Metodo B. Compuestos con grupos hidrolizables.

A una solucion de 2 mmol de la oxima del esteroide en 20 ml de etanol, se afiade 25 ml de una
solucion buffer a pH=5 y se coloca en agitacion constante a temperatura ambiente durante 3 h,
posteriormente se retira el etanol por destilacion generando la precipitacion del esteroide cetonico,
el cual es filtrado al vacio y lavado con 100 ml de agua destilada obteniendo el esteroide cetonico
con una pureza alrededor del 90 %.

5.4 Modificaciones de la laxogenina.
5.4.1 Oxima de la (25R)-3a,5-ciclo-5a-espirostan-6-ona (297).
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Figura 125. Estructura de 297.

Se disolvieron 500 mg (1.2 mmol) del i-esteroide 285 en 20 ml de etanol, posteriormente se afiadid
200 mg (2.4 mmol) de NH2OH-HCIl y 180 mg de AcOK, la mezcla de reaccion se coloco a reflujo
durante 2 h, posteriormente se retird el etanol por destilacion a presién reducida el sélido obtenido
lavé con agua destilada (2x25 mL), obteniendo 477 g (92 %) de un sélido blanco que corresponde
a la oxima 297.

Caracterizacion.

Formula condensada: Co7H4103N, P.M= 427.62, punto de fusion: 179-180 °C, [a]p= -58° (CHCls,
¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1690 (CO), 1243 (C-0O) cm™. [M+H]: Observado: 427.3086.
Calc.: 428.3058
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RMN tH

§ (500 MHz): 7.4(1H, m, OH), 4.41 (1H, m, H-16), 3.47 (1H, ddd, Josec2s = 2.0 Hz, Joseczs = 4.4
Hz, Jgem = 10.8 Hz, H-26€), 3.36 (1H, dd, J26a.25 = Jgem = 10.8 Hz, H-26ax), 2.46 (1H, dd, J7ec7ax =
16.4 Hz, Jrecs = 4.4 Hz, H-7¢), 2.11 (1H, m, H-8), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.98 (3H, d, Jo1.20 = 6.8
Hz, CH3-21), 0.83 (3H, s, CH3-18), 0.79 (3H, d, J27.25 = 6.4 Hz, CH3-27), 0.73 (1H, dd, Jaase = Jaa3
= 4.8, H-4a).

RMN 3C

5 (125 MHz):33.5 (C-1), 25.9 (C-2), 35.5 (C-3), 11.8 (C-4), 46.8 (C-5), 160.1 (C-6), 44.9 (C-7),
34.3 (C-8), 46.1 (C-9), 40.7 (C-10), 22.7 (C-11), 39.8 (C-12), 46.3 (C-13), 56.7 (C-14), 31.6 (C-
15), 80.5 (C-16), 62.0 (C-17), 16.6 (C-18), 19.9 (C-19), 41.7 (C-20), 14.6 (C-21), 109.2 (C-22),
31.4 (C-23), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.2 (C-27).

5.4.2 Oxima de laxogenina (298)

NOH

Figura 126. oxima de laxogenina (298).
> Meétodo A.

Se disolvieron 500 mg (1.2 mmol) de laxogenina (122) en 20 ml de etanol, posteriormente se
afiadié 200 mg (2.4 mmol) de NH2OH-HCI y 180 mg de AcOK, la mezcla de reaccion se colocd
a reflujo durante 2 h, posteriormente se retir6 el etanol por destilacion a presion reducida, el sélido
obtenido se lavo con agua destilada (2x25 mL), obteniendo 497 g (93 %) de un sélido blanco que
corresponde a la oxima de laxogenina (298).

» Método B.

Una solucion de 500 g (3.6 mmol) de la oxima 297 en 30 mL de dioxano se afiadio 1 mL de Agua
destilada y 0.2 ml de H>SO4 concentrado se dejé en agitacion constante a reflujo por 30 min,
posteriormente se neutralizo el &cido con 10 mL de una solucidon saturada de NaHCOs3, se procedid
a retirar el dioxano por destilacion simple, el sélido obtenido fue filtrad6 al vacio y lavad6 con
agua destilada (2x50 mL), el sélido fue purificadd en columna cromatografica con gel de silice
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como fase estacionario y con fase movil sistema 5:5 (hexano: acetato de etilo), para obtener 495 g
(95%) de un polvo blanco correspondiente a la oxima de laxogenina (298).

Formula condensada: C27H4304N, P.M= 445.67, punto de fusion: 198-199 °C, [a]o=-86° (CHCl3,
¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2977 (CH), 1590 (CO), 1243 (N-O) cm™. [M+H]: Observado: 446.3187.
Calc.: 445.3192

RMN H

6 (500 MHz):4.41 (1H, m, H-16), 3.57 (1H, m, H-3), 3.47 (1H, dd, J2ee-26a=10.9 Hz, Joge-25 = 5.6
Hz, H-26¢ ), 3.36 (1H, dd, J2sa-26e = 10.9 Hz, J2ea-25 = 6.5 Hz, H-265), 2.35 (1H, dd, Jgem = 8.54 Hz,
J7a8 = 2.27 Hz, H-7e), 2.2 (1H, m, H-5), 1.98 (1H, d, Jgem = 8.54 Hz, H-7a), 1.08 (3H, d, J21-20 =
7.1 Hz, CHs-21), 0.97 (3H, d, J27-25 = 6.8 Hz, CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-18), 0.82 (3H, s, CHs-
19).

RMN 3C

5 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 45.8 (C-3), 42.2 (C-4), 42.5 (C-5), 1560 (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), 21.4 (CHsCOO-3)

5.4.3 Diacetato de (25R)-26-hidroxi-6-hidroximino-22-0xo-5a-colest-3p3,163-diilo (299)

NOH

Figura 127. Estructura de 299.

Se disolvieron 1.0 g (2.24 mmol) de la oxima de laxogenina (298) en 10 ml de CH2Cl> y se enfrio
a 0 °C, paralelamente se preparé una solucion de 2.5 ml de Ac:O y 3 mL de Et2OBFsg,
posteriormente esta solucion se le afiadio a la solucion esteroidea y se mantuvo en agitacion
durante 15 min, después se vertio sobre agua con hielo y extrajé con CH2Cl2 (2x25 mL) y el crudo
se lavo con una solucion de saturada de NaHCO3 (2x20 mL) y agua destilada (2x25 mL), se seco

124



con Na2SO4 y concentro a presion reducida, el crudo fue purificado por columna cromatografica
utilizando como fase estacionaria gel de silice y fase mavil sistema 4:6 (hexano: acetato de etilo)
obteniendo 918 mg (75 %) de un polvo blanco que corresponde al derivado 299 y 198 mg (15%)
correspondientes al derivado 301.

Caracterizacion de 299.

Formula condensada: C31H90O7N, P.M=547.72, rendimiento 75 %, punto de fusion: 159-160 °C,
[o]o=-122° (CHClI3, ¢ =1.0) IR: 3567 (OH), 2938 (CH), 1728,1735,1638 (CO), 1253 (C-O) cm™.
[M+H]: 548.3515. Calc.: 547.3509

RMN H

d (500 MHz): 4.92 (1H, m, H-3), 4.58 (1H, m, H-16), 3.18 (2H, d, J26.25 = 6.0, H-26), 2.94 (1H, m,
H-20), 2.62 (1H, m, H-23a), 2.21 (1H, m, H-5, H-7a), 1.96 (3H, s, CH3CO-16), 1.9 (3H, s,
CH3CO0»-3), 1.13 (3H, d, Jo120 = 7.1 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CH3-18), 0.90 (3H, d, J27.25 = 6.7,
CHs-27), 0.85 (3H, s, CH3-19).

RMN 3C

5 (125 MHz): 36.8 (C-1), 27.6 (C-2), 75.7 (C-3), 38.0 (C-4), 59.8 (C-5), 159.5 (C-6), 31.5 (C-7),
31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12), 41.8 (C-13), 53.8 (C-14), 34.8 (C-
15), 73.8 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5 (C-20), 16.8 (C-21), 213.7 (C-22),
38.5 (C-23), 26.1 (C-24), 35.4 (C-25), 67.4 (C-26), 16.6 (C-27), 169.9 (CHsCOO-3), 170.5
(CH3COO-16), 21.4 (CHsCO0-3), 21.1 (CH3COO-16).

Caracterizacion de 301.

Formula condensada: C33Hss0gN, P.M=589.75, rendimiento 15 %, punto de fusion: 152-153 °C,
[a]o=-123° (CHClI3, ¢ =1.0) IR: 2938 (CH), 1728,1735,1727, 1716, 1638 (CO), 1283 (C-O) cm™.
[M+H]: 589.3618. Calc.: 589.3615

RMN H

d (500 MHz): 4.92 (1H, m, H-3), 4.58 (1H, m, H-16), 3.18 (2H, d, J26-25 = 6.0, H-26), 2.94 (1H, m,
H-20), 2.62 (1H, m, H-23a), 2.21 (1H, m, H-5, H-7a), 1.96 (3H, s, CH3CO>-16), 1.92 (3H, s,
CH3CO2N-6), 1.9 (3H, s, CH3CO»-3), 1.13 (3H, d, J21,20 = 7.1 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CH3-18),
0.90 (3H, d, J27,25 = 6.7, CH3-27), 0.85 (3H, s, CH3-19).

RMN 3C

5 (125 MHz): 36.8 (C-1), 27.6 (C-2), 75.7 (C-3), 38.0 (C-4), 59.8 (C-5), 159.5 (C-6), 31.5 (C-7),
31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12), 41.8 (C-13), 53.8 (C-14), 34.8 (C-
15), 73.8 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5 (C-20), 16.8 (C-21), 213.7 (C-22),
38.5 (C-23), 26.1 (C-24), 35.4 (C-25), 67.4 (C-26), 16.6 (C-27), 172 (CHsCOON-6), 169.9
(CHsCOO0-3), 170.5 (CHsCOO-16), 21.4 (CHsCO0-3), 21.1 (CHsCOO-16).
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5.4.4 Diacetato de (25R)-26-hidroxi-6,22-dioxo-5a-colest-3p,16B-diilo (300)

AcO

O

Figura 128. Diacetato de (25R)-26-hidroxi-6,22-dioxocolest-35, 16p-diilo (300).
» Método A.

Se disolvieron 1.0 g (2.32 mmol) de laxogenina (122) en 10 ml de CH2Cl; y se enfrio a 0 °C,
paralelamente se prepard una solucion de 2.5 ml de Ac2O y 3 mL de Et2OBFs3, posteriormente esta
solucion se le afiadid a la solucidn esteroidea y se mantuvo en agitacion durante 15 min, después
se vertio sobre agua con hielo y extrajo con CH2Cl2 (2x25 mL) y el crudo se lavo con una solucion
de saturada de NaHCO3 (2x20 mL) y agua destilada (2x25 mL), se sec6 con Na>SO4 y concentro
a presion reducida, el crudo fue purificadd por columna cromatogréafica utilizando como fase
estacionaria gel de silice y fase mdvil sistema 4:6 (hexano: acetato de etilo) obteniendo 519 mg
(42 %) de un polvo blanco que corresponde al derivado 300, y 600 mg (45 %) derivado 291.

> Método B.

Se disolvieron 830 mg (1.2 mmol) de la oxima 299 en 20 ml de etanol, posteriormente se afiadio
una solucion buffer a pH=4 y coloco la mezcla se dejo en agitacion constante durante 3 h,
posteriormente se retird el etanol por destilacion a presion reducida el sélido obtenido se filtr6 a
presion reducida y lavo con 50 mL de agua destilada obteniendo 790 mg (89 %) de un sélido
blanco que corresponde al derivado 300.

Caracterizacion de 300.

Formula condensada: C31HagO7, P.M=532.71, punto de fusion: 160-161 °C, [a]p=-119° (CHClIs,
¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1715, 1709, 1681 (CO), 1253 (C-O) cm™. [M+H]: 533.3398
Calc.: 532.3400

RMN H

5 (500 MHz): 4.94 (1H, m, H-3), 4.59 (1H, m, H-16), 3.35 (2H, d, J26.25 = 6.0, H-26), 2.98 (1H, m,
H-20), 2.62 (1H, m, H-23a), 2.21 (1H, m, H-5, H-7a), 1.96 (3H, s, CHsCO-16), 1.9 (3H, s,
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CH3CO2-3), 1.13 (3H, d, J21.20 = 7.1 Hz, CHs-21), 1.01 (3H, s, CH3-18), 0.90 (3H, d, J2725 = 6.7,
CH3-27), 0.85 (3H, s, CHs-19).

RMN 3C

5 (125 MHz): 36.8 (C-1), 27.6 (C-2), 75.7 (C-3), 38.0 (C-4), 59.8 (C-5), 214.1 (C-6), 31.5 (C-7),
31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12), 41.8 (C-13), 53.8 (C-14), 34.8 (C-
15), 73.8 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5 (C-20), 16.8 (C-21), 210.7 (C-22),
38.5 (C-23), 26.1 (C-24), 35.4 (C-25), 67.4 (C-26), 16.6 (C-27), 169.9 (CHsCOO-3), 170.5
(CH3COO-16), 21.4 (CH3COO0-3), 21.1 (CH3COO-16).

Caracterizacion de 291.

Formula condensada: Cz3Hs00g, P.M=574.75, punto de fusion: 159-160 °C, [a]p= -114° (CHCl3,
¢ =1.0) IR: 3468 (OH), 2947 (CH), 1795, 1752, 1735, 1682 (CO), 1343 (C-0O) cm™. [M+H]:
Observado: 574.3509. Calc.: 574.3506

RMN H

5 (500 MHz): 5.01 (1H, m, H-3), 4.68 (1H, m, H-16), 3.9 (2H, d, J26.25 = 6.0, H-26), 2.98 (1H, m,
H-20), 2.62 (1H, m, H-23a), 2.31 (1H, m, H-4, H-7a), 2.09 (3H, s, CHsCO,-16), 2.05 (3H, s,
CH3CO,-6), 1.93 (3H, s, CH3C0,-3), 1.13 (3H, d, J21.00 = 7.1 Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CH3-18),
0.90 (3H, d, J2725 = 6.7, CH3-27), 0.85 (3H, s, CH3-19).

RMN 3C

5 (125 MHz): 36.8 (C-1), 27.6 (C-2), 75.7 (C-3), 38.0 (C-4), 124.8 (C-5), 154.5 (C-6), 31.5 (C-7),
31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12), 41.8 (C-13), 53.8 (C-14), 34.8 (C-
15), 73.8 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5 (C-20), 16.8 (C-21), 213.7 (C-22),
38.5 (C-23), 26.1 (C-24), 35.4 (C-25), 67.4 (C-26), 16.6 (C-27), 172.5 (CHsCO0-6),169.9
(CHsCO0O0-3), 170.5 (CHsCOO-16), 21.4 (CHsCO0-3), 21.1 (CH;COO0-16).
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5.5 Evaluacion biologica de nuevas estructuras esteroidales obtenidas como anticancerigenos.
5.5.1 Cultivo celular

Se cultivo las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, caracteristica del cancer de mama positivo,
generalizado como estandar de este tipo cancer hormona dependiente, en medio MEM sin rojo
fenol suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 1 % de insulina (ITS), 1 % L-glutamina'y 0.5
% de antibidtico (estreptomicina, gentamicina y penicilina), proliferando a 37 °C en una atmosfera
de 90 % de humedad y 5 % de CO hasta un 90 % de confluencia, afiadiendo medio fresco cada
tercer dia y cambiando el mismo cada semana.

5.5.2 Evaluacién de dosis letal media ICso

Se utilizo el Kit XTT para la evaluacion de viabilidad celular y evaluacion de citotoxicidad,
procediendo a cultivo en placa de 96 posos a razén de 4000 células por poso durante 24 h, con
posterior adicion de una solucidn estéril del esteroide a evaluar en DMSO o en Etanol, segln su
solubilidad, dejando un tiempo de accidn de 24 h, posteriormente se afiadid la solucion reveladora
del kit XTT y dejo en accidn por 6 h para preceder a leer la absorbancia mediante el lector de Elisa
a 450 nm y 600 nm para medir la relacion con respecto al nimero de células vivas, previamente
realizada la curva de calibracion, para medir la relacion dosis respuesta y calcular la dosis letal
media.

5.6 Evaluacion Bioldgica de nuevas estructuras esteroidales obtenidas como promotores de
crecimiento vegetal.

Los segmentos de hoja, cada uno formado por la segunda lamina (longitud 1 cm), una unién de
lamina y vaina (longitud 1 cm), se cortaron plantulas de arroz de 7 dias de edad, cultivadas en agua
destilada a 30 ° C en condiciones de oscuridad. Después de flotar los segmentos de hoja en agua
destilada durante 24 h, se incubaron en 1 ml de solucién de maleato de potasio 2,5 mM que
contenia una cantidad finita de una muestra de ensayo durante 48 ha 30 °C en condiciones de
oscuridad. Las magnitudes de los angulos inducidos entre las laminas y las vainas se midieron
después del periodo de incubacion. Las hojas no tratadas y una muestra comercial de
homobrassinolida se usaron como controles
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6. CONCLUSIONES

Se logrd la sintesis de laxogenina (122) a partir de dos rutas, una mediante una epoxidacion
estereoselectiva y, otra mediante la formacion de un derivado i-esteroideo como intermediario,
ambas metodologias con la finalidad de la formacion esteroespecifica del H-5a caracteristico de
este derivado esteroideo.

Esquema 54. Rutas de reaccion de obtencion de laxogenina (122).
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La optimizacién de dos rutas de reaccion para la obtencion de laxogenina (122) a partir de
diosgenina, en ambos casos mediante el empleo de procesos semi-continuos, los cuales fueron
disefiados analizando la compatibilidad de reacciones consecutivas, incrementando asi en un 12 %
y 10 % respectivamente cada ruta, permitiendo asi aumentar la disposicion de esta materia prima.

0
Esquema 55. Rutas de reaccion optimizadas para la obtencion de laxogenina.

Se disefio una nueva metodologia de proteccion del grupo carbonilo de ceto-esteroides de
enolizaciones con posterior acetilacion, mediante la formacion de una oxima sobre este grupo
carbonilo, la cual durante las reacciones de apertura del espiroacetal estudiadas, no permitia la
enolizacion debido a que antes de esta reaccidn se encontraba una competencia con la acetilacion
de este nuevo grupo, mismo que mostro una gran reversibilidad, del orden del 85 %, sin
modificaciones estructurales secundarias.

QS
&

N

NH,OH HCl
AcOK/EtOH

AN L

Buffer
fosfatos

293

0 :  © NOH 2 ©

o)
NH,OH HCl
AcOK/EtOH

B

Buffer
fosfatos

AcO
Esquema 56. Uso de oximas como grupo protector.
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Nuevos derivados cetonicos e hidroximinicos esteroidales fueron sintetizados y debidamente
caracterizados por técnicas espectroscopicas, optimizando cada una de las reacciones de obtencion
de estos derivados con la finalidad de aumentar la disponibilidad de los mismos para su evaluacion
bioldgica.

OH

N N AcO
on on

299 R=NOH
300 R=0O

R

Figura 129. Nuevas estructuras cetonicas e hidroximinicas esteroidales sintetizadas.

Los derivados esteroidales evaluados contra lineas celulares de cancer de mama, mostraron como
la presencia del espiroacetal contra la linea MDA-MB-231 (triple negativo) genera un efecto
citotoxico, mientras que la cadena lateral abierta genera un efecto citoestatico, en cambio en la
linea celular MCF-7 (cancer maligno tipico) todos los compuestos resultaron citotdxicos, pero en
especifico los derivados colestanicos mostraron concentraciones DLsp mucho menores que las
espirostanicas, por otra parte en esta linea celular se observd como la presencia del grupo
hidroximino aumenta el efecto citotoxico, mientras que en la linea celular triple negativo este
efecto no fue de gran impacto.

Tabla 9. Valores de ICs de los esteroides en las lineas celulares de cancer estudiadas

ICso (UM)
Compuesto MCF-7 MDA-MB-231
285 392 2.3
297 78.5 9.3
122 >800 1.9
298 78.0 9.3
299 11.8 -
300 0.3 -

Por otra parte, el estudio de los nuevos derivados como promotores de crecimiento vegetal mostrd
como la presencia de la cadena lateral colestanica es de vital importancia para la expresion de esta
actividad bioldgica, observando en el ensayo de lamina de arroz como el derivado colestanico de
la laxogenina tiene un efecto mucho mayor como promotor de crecimiento vegetal en comparacién
con su derivado enolizado, mostrando como el grupo carbonilo juega un papel importante al
momento de promover el crecimiento vegetal.
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Figura 130. Efecto como promotor de crecimiento vegetal de los derivados colestanicos de laxogenina
(100 %, HB).

Cabe destacar que en los resultados bioldgicos, se puede observar que compuestos que tienen
actividad citotoxica también presentan actividad como promotor de crecimiento vegetal,
propiedades consideradas antagonicas, pero es importante explicar que estos procesos bioldgicos
son completamente independientes dado que son en seres vivos de indole muy diferente, por lo
que estudios de mecanismo de accién de ambas actividades biologicas se vuelve de gran interés,
para lo cual se necesita contar con suficiente materia esteroidal para dichos estudios, donde la
optimizacion y disefio de procesos semi-continuos se vuelve de gran importancia.
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7. ANEXOS

Dentro del desarrollo de la presente tesis se elabordé material para publicacién en revistas
internacionales y generacion de patentes tanto en compuestos con actividad citotoxica relevante
como en procesos de obtencion de derivados de interés bioldgico, de los cuales se muestran a
continuacion la portada de los mismos.
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The title steroid, C;,oHysNOs, obtained by condensation of hecogenin acetate
[systematic name: (38,5e¢,25R)-12-oxospirostan-3-yl acetate] with NH,OH, has
the oxime group substituting the C-12 site on the C ring of the steroid nucleus.
The introduction of this functional group allows the formation of chain meotifs,
using the oxime OH group as a donor and the O atom of the E ring as an
acceptor. The C(8) chains formed by this intermolecular hydrogen bond are
oriented parallel to the short cell axis a. The structural features of this compound
are very close to those of C;HsNOs, the derivative with a C14=C15 double
bond in the D ring, which crystallizes in the same space group and with similar
unit-cell parameters.

3D view ' Chemical scheme

CH,

134



» Sanchez-Sanchez, L.; Hernandez-Linares, M.G.; Escobar, M-L-: Lopez-Mufioz, H.;
Zenteno, E.; Fernandez-Herrera, M.A.; Guerrero-Luna, G.; Carrasco-Carballo, A;
Sandoval-Ramirez, J. Antiproliferative Cytotoxic and Apoptotic Activity of steroidal
oximes in Cervicouterine Cell Lines. Molecules 2016, 21(11), 1533.

J&I molecules @U

Article
Antiproliferative, Cytotoxic, and Apoptotic Activity
of Steroidal Oximes in Cervicouterine Cell Lines

Luis Sanchez-Sinchez !, Maria Guadalupe Hernandez-Linares 2%, Maria L. Escobar 3,
Hugo Lopez-Muiioz 1 Edgar Zenteno **, Maria A. Fernandez-Herrera ®,

Gabriel Guerrero-Luna %7, Alan Carrasco-Carballo %7 and Jestis Sandoval-Ramirez 7

1 Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Universidad Nacional Auténoma de México,
09230 Ciudad de México, Mexico; luisss@unam.mx (L.5.-5.); hugogris@hotmail.com (H.L-M.)
% Laboratorio de Investigacion, Jardin Botdnico Universitario, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
72570 Puebla, Pue., Mexico; gabriel. guerrero@alumno.buap.mx (G.G-L.);
alan.carballo@alumno.buap.mx (A.C-C.)
Departamento de Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México,
04510 Ciudad de México, Mexico; escobarluisa@ciencias.unam.mx
4 Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México,
04510 Ciudad de México, Mexico; ezenteno@unanm. mx
Centro de Investigacion UNAM-UAB]JO, 68120 Oaxaca, Oax., Mexico
& Departamento de Fisica Aplicada, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados—Unidad Mérida,
km & Antigua Carretera a Progreso, Cordemex, 97310 Mérida, Yuc., Mexico; mfernandez@cinvestav.mx
7 Facultad de Ciencias Quimicas, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, 72570 Puebla, Pue., Mexico;
jesus.sandoval@correo.buap.mx
*  Correspondence: guadalupe.mghl@correo.buap.mx; Tel. /Fax: +52-222-295-500 (ext. 7039)

w

o

Academic Editor: Margaret Brimble
Received: 17 September 2016; Accepted: 7 November 2016; Published: 14 November 2016

Abstract: Steroidal sapogenins have shown antiproliferative effects against several tumor cell lines;
and their effects on human cancer cells are currently under study. Changes in the functionality on
the steroidal structure make it possible to modify the biclogical activity of compounds. Herein, we
report the synthesis and in vitro antitumor activity of two steroidal oxime compounds on cervical
cancer cells. These derivatives were synthesized from the steroidal sapogenin diosgenin in good
yields. The in vitro assays show that the steroidal oximes show significant antiproliferative activity
compared to the one observed for diosgenin. Cell proliferation, cell death, and the cytotoxic effects
were determined in both cervical cancer cells and human lymphocytes. The cancer cells showed
apoptotic morphology and an increased presence of active caspase-3, providing the notion of a death
pathway in the cell. Significantly, the steroidal oximes did not exert a cytotoxic effect on lymphocy tes.

Keywords:  steroidal oximes; 23-acetyldiosgenin; (25R)-spirost-4-en-3,6-dione; apoptosis;

antiproliferative activity
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